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EPIGRAFE
Navegar é Preciso
Navegadores antigos tinham uma frase gloriosa:
"Navegar € preciso; viver nao € preciso".

Quero para mim o espirito [d]esta frase,

transformada a forma para a casar como eu sou:

Viver nao é necessario; o que é necessario é criar.

Nao conto gozar a minha vida; nem em goza-la penso.

S6 quero torna-la grande,

ainda que para isso tenha de ser o meu corpo e a (minha alma) a lenha desse

fogo.

S6 quero torna-la de toda a humanidade;
ainda que para isso tenha de a perder como minha.

Cada vez mais assim penso.
Cada vez mais ponho da esséncia animica do meu sangue
o propésito impessoal de engrandecer a patria e contribuir
para a evolucao da humanidade.
E a forma que em mim tomou o misticismo da nossa Ragca.
Fernando Pessoa
["Navigare necesse; vivere non est necesse" - latim, frase de Pompeu, general

romano, 106-48 aC.,dita aos marinheiros, amedrontados, que recusavam viajar

durante a guerral.
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O que Fernando Pessoa pretendera despertar no leitor com esse poema?

O termo ‘preciso” é passivel de uma interpretagdo ambigua. “Preciso’

pode equivaler a exato ou, em diferente analise, pode equivaler a necessario.

Em “Navegar é preciso”, uma primeira analise permite compreender a
navegacao como ciéncia, a qual exige, como todo método cientifico, um
conhecimento calculado, medido, previsivel, preciso, exato. Em contraste a
isso, brilhantemente Pessoa afirma que “viver ndo é preciso”, pois a vida é
incalculavel no sentido de momentos, decisées e sentimentos. Nesse sentido,
ndao devemos nunca nos deixar destruir, devemos sempre criar € recriar o
impossivel de nés para nés. Devemos, portanto, abandonar a mesquinhez, os
falsos projetos, as falsas ilusdes para apostarmos no que realmente ha de
melhor em nés.

Em uma segunda interpretacao, ainda mais instigante, Pessoa leva-nos
a refletir sobre o que é necessario criar para deixarmos ao mundo, pois
enquanto a vida é fugaz e passageira, o conhecimento é permanente e imortal.
Assim, viver é existir de todas as formas, e para isso nao basta apenas ver,
ouvir e falar, porque essas sdao manifestacbes da existéncia. Para viver,
portanto, é preciso muito mais do que existir, € necessario sentir, pensar e

criar. Em outras palavras, para viver é preciso navegar.
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RESUMO

VALERIO, D. A. Investigacdo do aumento endégeno de adenosina
decorrente da administracao do intermediario glicolitico D-Frutose-1,6-
difosfato. 2009. 138p. Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto,
2009.

D-Frutose-1,6-difosfato (F1,6BP), um intermediario altamente energético da via
glicolitica, é descrito na literatura como portador de diversas atividades
farmacolégicas, contudo seu mecanismo de agdo ainda nao fora esclarecido.
Dessa forma, a possivel atividade anti-inflamatoéria da F1,6BP sobre diferentes
modelos de inflamacéao e sua via de agdo em camundongos foram averiguadas
com enfoque na inibicdo da produgao de citocinas e na elevacdo dos niveis
endogenos de adenosina. A hipernocicepcao mecanica foi avaliada por método
eletrénico de pressao crescente em patas de camundongos, o ensaio cinético-
colorimétrico de mieloperoxidase (MPO) foi utilizado na avaliagdo da migracao
leucocitaria para o tecido subcutaneo plantar, e a performance motora dos
animais foi determinada pelo teste rota-rod. A quantificacdo de citocinas foi
realizada por ELISA, enquanto a quantificacdo de adenosina foi obtida em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) apds validacao laboratorial da
metodologia segundo normas protocoladas pela ANVISA. O pré-tratamento de
camundongos com F1,6BP reduziu a hipernocicepcao induzida por injecéo
intraplantar de carragenina (45%), TNF-a (40%), IL-1B (46%), KC (33%),
prostaglandina E; (41%) e dopamina (55%). O tratamento com F1,6BP, no
entanto, n&o alterou a producgéo de citocinas induzidas por carragenina (TNFa,
IL-18 e KC) e nem interferiu com a migracao leucocitaria para a regiao
desafiada. Por outro lado, o efeito antinociceptivo da F1,6BP foi prevenido por
tratamento sistémico e local com antagonista de receptores A de adenosina
(DPCPX) e o tratamento com adenosina apresentou efeitos similares os do
tratamento com F1,6BP, sugerindo que o efeito da F1,6BP é mediado pela
acao periférica da adenosina sobre receptores A;. Endossando isso, foi
constatado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia um aumento na
concentracdo plasmatica de adenosina em camundongos apds administracao
de F1,6BP. Por conseguinte, a via de acao da F1,6BP parece ser dependente
da producdo de adenosina, mas ndo da modulacdo na producéo de citocinas



hipernociceptivas. A adenosina atua, entédo, perifericamente em receptores A
inibindo a hipernocicepcao, e a evidéncia farmacoldgica de que ela medeia a
atividade da F1,6BP através dessa acao sobre receptores Ay foi corroborada
por resultados in vivo que demonstram aumento dos niveis de adenosina
decorrente da administracdo de F1,6BP. Em vista disso, esses resultados
insinuam um possivel potencial terapéutico da F1,6BP em reduzir a dor

inflamatoéria.

Palavras-Chave: D-Frutose-1,6-difosfato, adenosina, citocinas, dor,
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Abreviacoes: D-Frutose-1,6-Difosfato (F1,6BP), adenosina (Ado), carragenina
(Cg), fator de necrose tumoral alpha (TNF- a), interleucina-1-beta (IL-1 PB),
quimiocina derivada de queratinécito (KC), prostaflandina E, (PGEy),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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ABSTRACT

VALERIO, D. A. Investigation of adenosine endogenous increase
decurrent of D-Frutose-1,6-difosfato administration, a glycolytic
intermediate. 2009. 138p. Master's Degree. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2009.

D-Fructose-1,6-bisphosphate (F1,6BP), a high-energy glycolytic pathway
intermediate, is reported to have a many pharmacologically effect, but its
underlying mechanism of action in inflammation is incompletely understood. In
this study, the aim was to examine the function of F1,6BP on cytokines and
adenosine. Then, the possible F1,6BP anti-inflammatory activities in different
models of inflammation and its mechanism of action in mice were addressed
focusing inhibition of cytokine production or adenosine production
enhancement.

Mechanical hypernociception (decrease in the nociceptive threshold of
animals) was evaluated by the electronic pressure meter test in mice, the
myeloperoxidase (MPO) kinetic—colorimetric assay was used to evaluate the
leukocyte migration to the subcutaneous plantar tissue of mice hind paw, and
mice motor performance were evaluated on the rota-rod test. The cytokines
levels were measured by ELISA. Adenosine levels were determined by high
performance liquid chromatography and this experimental procedure was
validated according to ANVISA for this purpose.

The pretreatment of mice with F1,6BP reduced the hypernociception
induced by intraplantar injection of carrageenan (45%), TNFa (40%), IL-1B
(46%), KC (33%), prostaglandin E, (41%) and dopamine (55%). However, FBP
treatment did not alter carrageenin-induced cytokines (TNF-a, IL-18 and KC)
production or the leukocyte migration to the subcutaneous plantar tissue of mice
hind paw. On the other hand, the antinociceptive effect of F1,6BP was
prevented by systemic and local treatment with an adenosine A; receptor
antagonist (DPCPX) and adenosine treatment presented similar effect of
F1,6BP, suggesting that F1,6BP effect is mediated by peripheral adenosine
acting on A; receptors. In agreement, the present work determined by high
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performance liquid chromatography that D-Fructose-1,6-bisphosphate
administration increased the adenosine endogenous levels in the mice plasma.
Therefore, F1,6BP mechanism of action seems dependent on adenosine
production but not on modulation of hypernociceptive cytokine production. In
turn, adenosine acts peripherally on A; receptor inhibiting hypernociception.
The pharmacological evidence that adenosine through activation of adenosine
A1 receptor mediates the antinociceptive action of F1,6BP was supported by the
finding that in vivo administration of F1,6BP increases the levels of adenosine in
the blood samples. Thus, suggesting the treatment with F1,6BP as a possible

therapeutic approach to reduce inflammatory pain.

Keywords: D-Fructose-1,6-bisphosphate, pain, cytokine, adenosine, DPCPX.

Abbreviations: D-Fructose-1,6-bisphosphate (F1,6BP), Adenosine (Ado),
Tumor necrosis alpha (TNF- a), Interleukin-1beta (IL-1 ), Prostaflandin E;
(PGE2), Keratinocyte-derived chemokine (KC), High-performance liquid
chromatography (HPLC).
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1. INTRODUCAO
1.1 D-Frutose-1,6-difosfato

Ha mais de duas décadas Dr. Angel K. Markov reportou que a
administracdo exdgena de Frutose-1,6-difosfato promove protecdo a danos
decorrentes de hipdxia isquémica. A teoria proposta foi que a administracao
exogena de Frutose-1,6-difosfato levaria a uma manutengdo do metabolismo:
“Frutose-1,6-difosfato restaurara a atividade da glicélise, previamente inibida
pela acidez, por intervir na via de Embden—Meyerhoff como um regulador
metabdlico e como um substrato de alta energia”. Ao invés do substrato,
a entrada de uma molécula exégena de Frutose-1,6-difosfato na glicélise
intracelular pouparia a despesa de dois ATP’s (um pela hexoquinase e outro
pela fosfofrutoquinase). Assim, a proposta original era que o metabolismo de
Frutose-1,6-difosfato exdgena forneceria duas vezes rendimento que o da
energia glicolitica, quatro ATP's por a molécula de substrato (MARKOV,
1986).

D-Frutose-1,6-difosfato (F1,6BP; figura 1) € uma substancia composta
por um monossacarideo frutose fosforilado nos carbonos C-1 e C-6, com
atividade oOptica dextrégira. Intermediario altamente energético da via glicolitica,
F1,6BP é portador de diversos efeitos farmacoldgicos, incluindo: inibicdo da
aderéncia leucocitaria e disfuncdo microvascular no musculo esquelético em
modelos de isquemia/reperfusao (AKIMITSU et al., 1995), reducao do edema
de patas induzido por carragenina (PLANAS et al.,1993), reducdo dos
indicadores de pleuresia (ALVES-FILHO et al., 2004), diminuicdo da producéao
intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de prostaglandina-E,
(AHN et al., 2002), diminuicdo da producao intracelular de citocinas
inflamatérias (ex:TNF-a, CUESTA et al., 2006; LOPES et al., 2006; YIN et al.,
2008) e inibicdo da expressao da oxido nitrico sintase (iINOS, EDDE et al.,
1998).



Figura 1: Configuracdo molecular de menor energia da D—Frutose-1,6-difosfato
na representacao stick otimizada no programa HyperChem Professional. Cinza:
carbono, vermelho: oxigénio, laranja: fosfato. Hidrogénios nao representados. A
energia da molécula nessa configuracao € de 60,952649 kcal/mol.



Apresenta, ainda, atividade imunomoduladora como reducédo da
proliferacdo de células T in vitro (BORDIGNON-NUNES et al., 2003; LOPES et
al., 2006), atividade anticonvulsivante (LIAN et al, 2007), prevencéo de hepatite
induzida por galactosamina (DE OLIVEIRA, ROSA, AMBROSIO, 1992),
preservacao de figado em transplantes (MIHAS et al., 2003; MORESCO et al.,
2004) e melhoria no quadro de sepse (NUNES et al.,, 2003). Além disso,
F1,6BP tém sido constantemente reportada na literatura por trabalhos em que
sua aplicagdo terapéutica aponta significativas atenuacées de efeitos
injuriantes em modelos experimentais de isquemias e reperfusdes poés-
isquemias em rins (DIDLAKE et al., 1989), figado (NAKAI et al., 1991), intestino
(SUN et al.,, 1990), cérebro (FARIAS, SMITH, MARKQOV, 1990) e pulmdes
(CHU et al., 2002).

Hardin e colaboradores (2001) salientaram que embora a F1,6BP seja
um promissor agente terapéutico em diversos modelos patolégicos, pouco tem
sido feito para elucidar seu mecanismo de acdo. Esse composto é um
intermediario glicolitico natural que se insere na glicolise apés a etapa limitante
da fosfofrutoquinase, e um significante nimero de autores tem reportado sua
eficiéncia em prevenir lesdes e recuperar fungcdes teciduais em circunstancias
oxigénio-deficientes por atuar na manutencdo do estado energético celular
(DIDLAKE et al., 1985; HARDIN, ROBERTS, 1994; LAZZARINO et al., 1991;
MARKQOV, 1986; MARKOV et al., 1980; PENNEY, CASCARANO, 1970;
PLANAS et al., 1993; SULLIVAN, GRANTHAM, 1992; TAVAZZI et al.,1992).

Nao obstante F1,6BP ser uma molécula muito polar e altamente
carregada no pH fisiolégico, ja estd bem sedimentado na literatura sua
capacidade de atravessar membrana celular, inclusive de maneira dose-
dependente (EHRINGER et al., 2000). Embora o mecanismo de seu transporte
nao esteja esclarecido e um transportador préprio de membrana nao tenha sido
identificado, Hardin e Roberts (1994) usando carbono-13 em ressonancia
magnética nuclear revelaram uma evidéncia direta que F1,6BP exdgena
marcada com carbono-13 é capaz de atravessar a membrana plasmatica,
demonstrando, de fato, que a F1,6BP possui essa capacidade. A literatura
sugere quatro mecanismos para esclarecer essa passagem da F1,6BP para o
interior celular: (i) F1,6BP usufrui de um carreador de membrana ainda n&o
identificado; (ii) F1,6BP se ligaria a uma forma lipidica soluvel de aldolase que



promoveria seu acesso; (iii) endocitose de fluido extracelular contendo F1,6BP;
(iv) passiva permeabilidade através da membrana plasmatica (GALZIGNA et
al., 1989; HARDIN & ROBERTS, 1994; RIGOBELLO et al., 1982).

Nesse contexto, F1,6BP apresentou-se, em determinadas condicoes,
capaz de aumentar o fluxo glicolitico e atuar como substrato para essa cascata
reacional, evidenciando sua capacidade de atingir o citosol em quantidade
suficiente para interferir com a via glicolitica (HASSINEN et al.,, 1991;
LAZZARINO et al., 1984; NUUTINEN et al., 1991). Em decorréncia disso,
quando a F1,6BP entrar na célula a via glicolitica ndo podera ser
significativamente regulada porque a F1,6BP situa-se apds as enzimas
hexoquinase e fosfofrutoquinase - pontos de regulacdo da via - e antes da
piruvato quinase (terceiro ponto de regulacdo da via glicolitica) sobre a qual,
todavia, a F1,6BP atua como ativador alostérico (BAILEY, STIRPE, TAYLOR,
1968; IRVING, WILLIAMS, 1973), logo a producao de ATP sera estimulada
pois a piruvato quinase ndo sera um oponente a sua metabolizagdo. Ainda,
além de atuar como substrato para a via glicolitica e, consegientemente,
elevar a producao de ATP, F1,6BP também pode elevar os niveis de ATP ao
facilitar a re-sintese de ATP a partir de ADP (LOGUERCIO et al., 1996).

Embora também haja trabalhos como o publicado por Lorenzo A. Farias
(1986) que apontam para uma elevacao na quantidade de ATP em fluidos
corporais em decorréncia da administragdo de F1,6BP, a maioria dos
investigadores tém reportado o aumento da producdo de ATP pela
administracdo de F1,6BP em tecidos de diferentes 6rgaos como figado, rins e
coracdo (ANTUNES et al.,, 2006; BAICU et al, 2004; BARTRONS;
BERMUDEZ, 1997; BICKLER, BUCK, 1996; COHEN et al., 2006; ESPANOL et
al., 1998; FORTES-AIUB et al., 2003; GREGORY et al., 1990; HASSINEN et
al., 1991; JUERGENS, HARDIN, 1996; LAZZARINO et al., 1992; LOGUERCIO
et al., 1996; MARKOV, 1986; MARTIN, MCLEAN, 1996; OYANAGUI, 1998;
ROIG, SANO et al.,, 1995; SHIROSHIMA et al., 1999; SOLA et al., 2001;
TAVAZZI et al., 1992; TAYLOR et al, 2005; TRIMARCHI et al., 1997; ZHANG et
al., 1988; WIDJAJA et al, 1999).



1.2 Adenosina

Adenosina (Ado, figura 2) é um nucleosideo purinico que esta
amplamente distribuida pelo corpo classificada como neuromodulador
enddgeno e agonista purinérgico, produzida bioquimicamente através da uniao
de uma base purica adenina com uma D-ribose formando um dos maiores
ribonucleotideos do organismo (SAWINOK, 1999).

Sob condicdbes normais ela é continuamente formada tanto
intracelularmente quanto extracelularmente (FREDHOLM, 2001), todavia em
locais de dano tecidual é produzida em altas concentracdes, desempenhando
importante papel na regulacdo da homeostase de muitos sistemas fisiol6gicos,
incluindo cardiovascular, nervoso, renal e imune (BLACKBURN, 2003). E
liberada por vérias células, como fibroblastos, células epiteliais e endoteliais,
plaquetas e células musculares, embora também possa ser derivada do
metabolismo extracelular de nucleosideos purinicos (LAPPAS, RIEGER,
LINDEN, 2005).

Além disso, em condicoes metabolicamente desfavoraveis, tais como
hipdxia, isquemia ou inflamagcdo a adenosina atua como um potente
mensageiro extracelular cuja formacao esta usualmente elevada devido a sua
liberacao por células pertencentes ou ndao ao sistema imune e pela rapida
degradacao de ATP e ADP em adenosina (CROSTEIN et al., 1985; OKUSA,
2002; THIEL, CALDWELL, SITKOVSKY, 2003). A via para produgcdo de
adenosina (figura 3) envolve uma cascata de defosforilacdo de ATP e ADP
finalizada sob agdo de enzimas do tipo 5'nuclectidases localizadas tanto na
membrana celular quanto no interior celular (DUNWIDDIE et al.,, 1997;
SCHUBERT et al., 1979; ZIMMERMANN et al., 1998; ZIMMERMANN, 2000).
Assim, o metabdlito adenosina é produzido principalmente pela quebra de
nucleotideos de adenina intra ou extracelular (ZIMMERMANN, 2000), embora
também possa contribuir a hidrolise da S-adenosilhomocisteina (SAH) pela
enzima S-adenosilhomocisteina hidrolase (SAHH), a qual catalisa uma reacao
de transmetilagdo que produz ao mesmo tempo adenosina e homocisteina
(BOROWIEC et al.,, 2006; BROCH & UELAND,1980; DEUSSEN, LLOYD,
SCHRADER, 1989).



Figura 2: Configuragdo molecular de menor energia da adenosina na
representacdo stick otimizada no programa HyperChem Professional. Cinza:
carbono, vermelho: oxigénio, azul: nitrogénio. Hidrogénios nao representados.
A energia da molécula nessa configuracao é de 31,888001 kcal/mol.



A adenosina intracelularmente formada, entdo, é derivada do ATP
submetido a atividade de enzimas 5’-nucleotidadases intracelulares (também
citadas por 5"-endonucleotidase ou 5’-nucleotidase citoplasmatica, BOROWIEC
et al., 2006), dentre as quais duas isoformas, CN-I e CN-Il, ttm sido clonadas
(FREDHOLM et al., 2001; HASKO & CRONSTEIN, 2004; SALA-NEWBY et al.,
1999; SAWYNOK, DOAK, POON, 1998; SAWYNOK, 1999). Essas enzimas
possuem papéis diferentes uma vez que a CN-Il cataboliza IMP e GMP a
inosina e guanosina enquanto a CN-I cataboliza AMP a adenosina (SALA-
NEWBY et al.,, 2000), sendo o AMP intracelular derivado da clivagem da
adenosina difosfato (ADP) e adenosina trifosfato (ATP) durante o ciclo de
geragédo de energia (FREDHOLM et al., 2001). Em condigGes fisiolégicas a
maior parte da adenosina é derivada do AMP intracelular que se difunde a
favor de um gradiente de concentracdo para o exterior celular e encontra a
ecto-5"-nucleotidase ancorada na membrana celular, enzima responsavel por
converter AMP a adenosina, e entédo a defosforilacdo de AMP para adenosina é
considerada o ultimo passo dessa cadeia enzimatica (FREDHOLM et al.,
2001).

No meio extracelular, os nucleotideos também podem originar adenosina
por serem hidrolisados por um conjunto de 5°- nucleotidases que se localizam
na superficie celular, no meio intersticial ou em fluidos corporais ( e por essa
razdo denominadas ectonucleotidases, ZIMMERMANN, 2001). Membros de
varias familias de ectonucleotidases podem contribuir para a hidrélise
extracelular de nucleotideos, inclusive nucleosideo 5°-trifosfato e Nucleosideo
5’-difosfato (NTP e NDP) podem ser hidrolisados por determinados membros
das familias ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase), familia
ectonucleosideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP) e por fosfatases
alcalinas (ZIMMERMANN, 2001).
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Figura 3: Principais vias envolvidas no metabolismo de adenosina. Adenosina pode
ser formada a partir de ATP em ambos 0s espacos: intracelular e extracelular. A
adenosina intracelular € formada por agdo de enzimas 5’-nucleotidases intracelulares,
e € conduzida ao meio extracelular por meio de um transportador nucleosideo de
membrana. A enzima adenosina quinase refosforila adenosina a ATP, enquanto a
enzima adenosina deaminase converte adenosina a inosina. A producao extracelular
de adenosina é resultado de uma cascata enzimatica constituida por NTPDases e
ecto-5’-nucleotidases (Ecto-5’-NTase). A adenosina extracelular se liga a receptores
de adenosina (AR) 1, 2A, 2B e 3, expressos na superficie de células de diferentes
tecidos (HASKO & CRONSTEIN, 2004).



Dentro do grupo das ectonucleotidases deve-se destacar a familia das
NTPDases que sao capazes de promover a hidrélise de nucleotideos
trifosfatados e difosfatados até nucleotideos monofosfatados e a ecto-5'-
nucleotidase que promove a hidrélise de nucleotideos monofosfatados aos
seus respectivos nucleosideos (ZIGANSHIN, HOYLE, BURNSTOCK, 1994;
ZIMMERMANN, BRAUN, 1999; ZIMMERMANN, 2001; ZIMMERMANN et al.,
1996). Essa via metabdlica dura poucas centenas de milisegundos e a
defosforilacdo do AMP para adenosina parece ser a etapa limitante
(DUNWIDDIE et al., 1997). Além disso, o ATP ainda pode ser hidrolisado
extracelularmente até adenosina pela acdo de certo grupo de ecto-
nucleotidases que inclui a direta conversdo de ATP a AMP pela apirase
(ROCHA et al., 1990; ZIGANSHIN, HOYLE, BURNSTOCK, 1994; BATTASTINI
et al., 1991) ou a sucessiva formacdo de ADP e AMP pela acdo da adenosina
trifosfatase (ATPase) e da adenosina difosfatase (ADPase, JAMES;
RICHARDSON, 1993; ZIGANSHIN, HOYLE, BURNSTOCK, 1994).

Desse modo, as ectonucleotidases juntamente com as 5'-
endonucleotidases (5'-NT) controlam nao sé a disponibilidade de ligantes (ATP,
ADP, AMP e adenosina) para receptores de nucleotideos e para receptores de
nucleosideos, como também a duracédo e extensao da ativagdo de receptores
(CHEN, GUIDOTTI, 2001). Portanto, essa cascata formada pelas
ectonucleotidases e 5-endonucleotidase é uma via enzimatica com a dupla
funcdo de produzir ou remover o nucleotideo liberado como molécula
sinalizadora e gerar um outro sinalizador, o nucleosideo adenosina. Ademais, €
relevante o fato de essas enzimas terem uma funcéo protetora ao manter os
niveis extracelulares de ATP/ADP e adenosina dentro de condicdes fisioldgicas
(AGTERESCH et al., 1999).

Nesse cenario, o efeito modulatério sobre a formacao, degradacéo e o
transporte da adenosina é o que determina os niveis intra e extracelulares de
adenosina. E a modulacdo de concentragcdes de adenosina extracelular, por
exemplo por inibidores do metabolismo de adenosina, pode produzir atividades
farmacolégicas como antinociceptiva e antiinflamatéria dentre outras (MILLAN,
2002; SAWYNOK, REID, LIU, 1999), uma vez que a adenosina modula
diversos processos fisiolégicos mediados por certos receptores de membrana
pertencentes a uma classe especifica de receptores denominada P
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(receptores purinérgicos), os quais sao acoplados a adenilato ciclase via
proteina G. Assim, a ativacdo desses receptores pode desempenhar
importantes funcées por meio de mecanismos mediados por quatro
receptoresndiferentes de adenosina: A, Asa, Az e Az (KLINGER,
FREISSMUTH, NANOFF, 2002).

Esses receptores podem estimular ou inibir a atividade da enzima
adenilato ciclase e aumentar ou diminuir, respectivamente, a producao de
adenosina-3’,5"-monofosfato ciclico (AMPc) (FREDHOLM, 2007; LONDOS,
COOPER, WOLFF, 1980), justificando os efeitos opostos descritos para a
adenosina na literatura em virtude da ativacdo de diferentes receptores de
adenosina (POLOSA, HORKE, HOLGATE, 2002; SITKOVSKY, 2003), ja que
enquanto os receptores A; e A; sdo acoplados a Gj ou Gg, 0s receptores Aop €
Aog sdao acoplados a Gs (KHASAR et. al, 1995; FREISSMUTH, SCHUTZ,
LINDER, 19912; FREISSMUTH; SELZER; SCHUTZ, 1991b; MUNSHI et al,
1991; RALEVIC; BURNSTOCK, 1998; TAIWO; LEVINE, 1991). Dessa maneira,
tal inibicdo ou estimulo da AC proporciona diminuicdo ou aumento,
respectivamente, das concentracdes do segundo mensageiro AMPc, inibindo
ou estimulando as vias dependentes desta molécula sinalizadora (LONDOS,
COOPER, WOLFF, 1980; MILLAN, 2002; SAWINOK, REID, LIU, 1999).

A adenosina produzida a partr do AMP pela agdo da 5'-
endonucleotidase é convertida em 5-AMP pela adenosina quinase (AK)
quando em baixa concentracdo de adenosina ou em inosina por acao da
enzima adenosina deaminase (ADA) quando em alta concentracdo de
adenosina (BOROWIEC et al, 2006, Figura 4). Inosina é, entao, convertida em
catabdlitos purinicos pela purina nucleosideo fosforilase (PNP, MORIWAKI,
YAMAMOTO, HIGASHINO, 1999). Os metabdlitos da adenosina por essa via
sao: inosina, hipoxantina, xantina e acido urico, o qual é excretado através da
urina (figura 4; BOROWIEC et al, 2006; LOGUERCIO et al., 1996; TRAMS,
LAUTER, 1974).
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Figura 4: Metabolismo intracelular de adenosina: A adenosina citosélica pode
ser oriunda da atividade da e5-NT sobre o AMP extracelular e atingir do
espaco intracelular através de transportadores nucleosideos (NT), ser oriunda
do metabolismo da S-adenosilhomocisteina pela SAHH, ou do catabolismo de
ATP/ADP/AMP a adenosina pela enzima cN-I. A adenosina intracelular pode
ser metabolizada novamente a AMP ou ser convertida a inosina pela enzima
ADA. A inosina (que, também, pode ser proveniente da atividade da cN-Il sobre
o IMP), entdo, pode ser exportada para o espaco extracelular por
transportadores nucleotideos ou ser convertida a hipoxantina pela enzima PNP.
A hipoxantina pode, por sua vez, atingir o espaco extracelular por atravessar
passivamente a membrana plasmatica ou ser convertida em xantina pela
enzima XO. A xantina pode atingir o espago extracelular por atravessar
passivamente a membrana plasmatica ou ser convertida a &cido Urico pela
enzima XO. O acido urico pode atingir o espago extracelular por atravessar
passivamente a membrana plasmatica e, assim, ser excretado (BOROEVIC et
al., 2006).
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A formagdo de adenosina intra e extracelular anteriormente citadas
podem ser potencializadas através da prevencado de sua reutilizacao, ou seja,
pela inibicdo da enzima adenosina quinase (a qual refosforila o nucelosideo a
AMP, SITKOVSKY, 2003), pela inibicdo da enzima adenosina deaminase (a
qual converte adenosina em inosina, BOROWIEC et al, 2006) ou
possivelmente pela liberacdo extracelular de precursores nucleotidicos de
adenina (ATP, ADP e AMP) que por acao de ectonucleotidases sao submetidos
a catabolismo extracelular e culminam com a formacao de adenosina (HASKO
e CRONSTEIN, 2004).

Apesar de os tipos celulares envolvidos com a produgcdo de adenosina
extracelular ndo estarem totalmente esclarecido, sdo conhecidos muitos
tecidos que produzem adenosina como subproduto da degradacao do ATP. Por
exemplo, em neurbnios e células da glia a adenosina é liberada por meio de
operacao de sistemas de transporte da membrana quando a demanda se torna
necessaria (SAWINOK e SWEENEY, 1989; SAWINOK, 1998, 1999). Nesse
sentido, a adenosina extracelular pode ser ambiguamente gerada tanto em
decorréncia do uso do ATP como fonte de energia, quanto como
neurotransmissor, sendo que em repouso ocorre a producdao e manutencao de

niveis basais de adenosina.
1.3 Relacao entre F1,6BP e Adenosina

E um fato relevante muitas atividades descritas para a F1,6BP serem
atribuidas por outros estudos a adenosina. Embora o artigo publicado por T.
Akimitsu et al. (1995) tenha sido o primeiro a comparar em um mesmo trabalho
as atividades equivalentes de F1,6BP e adenosina, os autores ndo incluiram a
producdo de adenosina secundaria ao tratamento com F1,6BP como uma
possivel justificativa para os resultados encontrados. Nesse trabalho, a agao da
F1,6BP e da adenosina foi avaliada sobre a aderéncia leucocitaria e disfuncao
microvascular no musculo esquelético em isquemia, sendo que ambas
apresentaram a mesma ac¢ao inibitéria em todos os modelos de experimentais
descritos.

Além disso, essa atividade de prevencdo a danos teciduais tém sido

descrita em modelos de isquemia e reperfusdo em varios 6érgaos para ambas,
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F1,6BP e adenosina, por diversos autores separadamente (CHU et al.., 2002;
HARADA, OKAJIMA, KATSURAJI, 1999; LAZZARINO et al., 1992;
LAZZARINO et al.,, 1991; LONG, ZHANG, LI, 2002;SANO et al.; 1995; SUN,
FARIAS, MARKOV, 1990; TIAN et al., 2000; ZHENG et al, 2007). Outras
atividades importantes como diminuigdo de producao intracelular de espécies
reativas de oxigénio (ROS, AHN et al., 2002; NARAYAN, MENTZER, LAZLEY,
2001), atividade anticonvulsivante (LIAN et al, 2007; WIESNER et al., 1999),
prevencao de hepatite (BILZER, GERBES, 2002; DE OLIVEIRA, ROSA,
AMBROSIO, 1992), preservacao do figado em modelos de transplantes
(MIHAS et al., 2003; MORESCO et al., 2004; TIAN et al, 2000) também foram
descritas separadamente para F1,6BP e para adenosina.

Ademais, ambas possuem atividades em diferentes modelos e
patologias que envolvem a participacdo de citocinas. Por exemplo, a inibicdo
da liberacdo de citocinas (como TNF-a, CUESTA et al., 2006; LOPES et al.,
2006; RAMAKERS et al., 2006; YIN et al., 2008), inibicAo da expressdo da
oxido nitrico sintase (INOS, EDDE et al.,, 1998; LEE, 2005), atividade
imunomoduladora como inibicdo da ativacdo e proliferacdo de células T
(BORDIGNON-NUNES et al., 2003; HUANG et al., 1997; LOPES et al., 2006),
reducédo dos indicadores de pleuresia (ALVES-FILHO et al., 2004; SCHRIER,
1990) e melhora do quadro de sepse (NUNES et al., 2003; SULLIVAN, et al.,
2004) Ainda, muitas propriedades anti-inflamatoérias tém sido descritas tanto
para a F1,6BP quanto para a adenosina, por exemplo a reducédo do edema de
patas induzido por carragenina foi descrito para primeira por PLANAS et al.
(1993), e por POON & SAWYNOK (1999) para a segunda.

Recentemente, Sola et. al (2003) apresentaram evidéncias
farmacolégicas de que certas propriedades antiinflamatérias da F1,6BP
poderiam estar relacionadas a alteragdes dos niveis endégenos de adenosina,
uma vez que as atividades da F1,6BP descritas pelos autores foram inibidas
pela administracdo de uma enzima metabolizadora de adenosina, a enzima
adenosina deaminase (ADA), o que corroboraria com o fato apontado por
Akimitsu et al. (1995) de ambas, F1,6BP e adenosina, possuirem atividades
similares. Ha trabalhos que sugerem rins e figado como principais 6rgaos com
atividade de hidrélise da Frutose-1,6-difosfato (RIGOBELLO, GALZIGNA, 1982;
XU, STRINGER, 2008), o corrobora o fato de a maioria das atividades similares
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entre F1,6BP e adenosina descritas na literatura envolverem esses tecidos
(ANTUNES et al.,, 2006; CUESTA et al., 2006; DIDLAKE et al., 1989; LI,
WANG, SHI,1994; LOGUERCIO et al., 1996; MIHAS et al., 2003; MORESCO et
al., 2004; NAKAI et al., 1991; SANO et al., 1995).

Tendo em vista que muitas atividades atribuidas a F1,6BP foram
descritas com incertezas sobre o seu mecanismo de agéo, € de grande valia
para a literatura um trabalho que demonstre uma producdo enddégena de
adenosina secundaria ao tratamento com F1,6BP que resulte em uma elevagao
da concentracao plasmatica desse nucleosideo, sugerindo uma possivel via de
acao para esse intermediario glicolitico. Assim, diferentes linhas de pesquisa
poderdo insinuar seus resultados através de mecanismos celulares
esclarecidos que ocorram em resposta a ativacdo dos diferentes subtipos de
receptores de adenosina.

Por exemplo, é sabido que a ativacao de receptores de adenosina pode
interferir com a abertura de canais de calcio (HAYSLETT et al., 1995; MACALA,
HAYSLETT, 2002), no entanto os diversos trabalhos que reportam a variacao
da concentracdo intracelular de Ca?* em decorréncia da administracdo de
F1,6BP ndo consideram essa possibilidade (DAHLGREN, NOLKRANTZ,
KENNEDY, 2005; DONOHOE et al., 2001; GALZIGNA, RIGOBELLO, 1986;
KOCKSKAMPER, ZIMA, BLATTER, 2005; RAMOS, DE MEIS, 1999;TAMAKI,
NAKAI, YAMAUE, 2002; ZIMA, KOCKSKAMPER, BLATTER, 2006).
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1.4 Conceitos e Modelos Experimentais

1.4.1 Citocinas

Citocinas sao definidas como polipeptideos produzidos e liberados por
células em resposta a uma variedade de estimulos inflamatérios como virus,
parasitas, bactérias e seus produtos, ou em respostas a outras citocinas. Em
geral, elas sao liberadas em uma controlada sequéncia a partir de varios tipos
celulares e sao responsaveis pela producdao dos mediadores finais envolvidos
na inducdo dos sinais e sintomas inflamatérios (VERRI et al., 2006). Elas séo
produzidas transitériamente e geralmente tém um curto tempo de meia vida.
Estruturalmente, citocinas possuem baixo peso molecular, entre 5kD e 140kD.
Algumas delas sao glicoproteinas, normalmente sintetizado na forma de
grandes precursores que sao clivados para producao da forma ativa.

Desde a descoberta da primeira citocina, os interferons (ISAACS &
LINDENMANN, 1957), um consideravel nimero de citocinas e de fungdes
atribuidas a elas tém sido descritas. Atualmente € bem aceito que as citocinas
constituem uma ligagao entre a injuria celular ou reconhecimento imunoldgico e
0s sinais e sintomas da inflamagédo locais ou sistémicos (BLACKWELL &
CHRISTMAN, 1996; CONTI et al., 2004; CUNHA & FERREIRA, 2003;
DINARELLO, 2000; HOPKINS, 2003; VERRI et al., 2006). No entanto, a
maioria das citocinas apresenta funcdes biolégicas mudltiplas incluindo
diferenciacdo celular, sobrevida, crescimento e metabolismo (AGGARWAL &
PURI, 1995; VILCEK, 2003).

As citocinas podem agir em receptores da propria célula produtora (acéo
autdcrina), em receptores de outras células adjacentes (acdo paracrina) ou
atuar em receptores de células distantes (acdo hormonal) por meio da corrente
sanglinea (VERRI et al., 2006). Concentragdes de citocinas in vivo ocorrem
em torno de nanogramas até poucos picogramas por mililitro. Em alguns casos
somente poucas duzias de receptores precisam ser ativados por células para
desencadear numerosos efeitos em células do sistema imune e sobre a
modulacdo de respostas inflamatérias (SOMMER, KRESS, 2004). A

desregulacdo ou ativacdo de citocinas esta implicita em varios quadros
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patolégicos como sepse, artrite reumatéide, doenca de Crohn’s ou esclerose
multipla (SOMMER, KRESS, 2004).

Embora as quimiocinas sejam consideradas citocinas (citocinas
quimiotaticas), elas pertencem a um grupo particular de citocinas com
propriedades quimicas e funcionais diferentes. Elas sao usualmente menores
que as outras citocinas (8—10 kDa) e em contraste a elas agem em receptores
de membrana acoplados a proteinas G. Uma das caracteristicas mais
importantes das quimiocinas é a redundancia e a sobreposicao funcional. Em
outras palavras, existem diversos ligantes (quimiocinas) para cada receptor de
quimiocina e multiplos receptores para cada quimiocina (SOMMER, KRESS,
2004; VERRI et al., 2006).

As citocinas tém sua participacdo investigada em diversos modelos
experimentais, como a dor inflamatéria. Em seguida a uma injaria tecidual, uma
resposta inflamatéria é gerada por macréfagos residentes e amplificada por
células sanguineas migrantes (POOLE, CUNHA, FERREIRA, 1999; SOMMER,
KRESS, 2004). Nesse contexto, os varios mediadores inflamatérios atuam
sinergicamente para a inducéo da dor e hipernocicepcédo. Um substancial corpo
de informacbes sobre o papel das citocinas nesse processo tem sido
acumulado através dos ultimos anos. A primeira indicacdo do efeito
hipernociceptivo das citocinas vém de estudos com o uso de inje¢cdes de
citocinas em ratos. E sabido que as citocinas IL-1 B, TNF-a e a quimiocina KC
induzem deflagracdo de estimulos dolorosos em um processo onde 0S
mediadores finais sdo prostaglandinas e aminas simpaticas, cuja hierarquia de
producéo e/ou liberacdo desses mediadores esta descrita a seguir (CUNHA et
al., 1992; CUNHA et al., 2005; EASTGATE et al., 1988).
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1.4.2 Dor

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada
ou ndo a uma lesdo tecidual (FLOREZ, 1993). Ela apresenta dois componentes
importantes: o componente sensorial e o componente emocional. O primeiro
equivale ao mecanismo neurofisiolégico que permite a transmissdo e
interpretacdo de um estimulo nocivo (geralmente forte o suficiente para
produzir lesao tecidual) através da ativacao de receptores, enquanto o segundo
corresponde a percepcdo do estimulo doloroso seguido pela tomada de
consciéncia e reacao a dor, e, em decorréncia disso, uma resposta afetiva a
percepcao do estimulo doloroso é desencadeada (RAMADABRAN e
BANSINATH, 1996).

A parte emocional e psicolégica desta definicdo apresenta grande
dificuldade de avaliagdo em animais, por conseguinte o termo nocicepgcao é
utilizado para definir a producéo de estimulo nocivo através de injaria, na qual
os receptores aferentes que detectam e sinalizam esse estimulo nocivo sao
classificados como nociceptores. E como as alteracbes nos limiares
nociceptivos sdo detectadas comportalmentalmente foram criados os termos
alodinia (dor decorrente de um estimulo que normalmente nao provoca dor) e
hiperalgesia (resposta exacerbada a um estimulo doloroso) para a pratica
experimental. Contudo, em metodologias como o de pressao crescente na pata
de camundongos (CUNHA et al., 2004), uma versao eletronica do método de
Von Frey (1896), detecta-se comportamento nociceptivo antes da
administracao de um estimulo inflamatério. Além disso, diferentes grupos de
pesquisa relatam a detecgcdo de limiares nociceptivos previamente a
administracdo do estimulo utilizando o método de von Frey (1896) (RIRIE &
EISENACH, 2006; VIVANCOS et al., 2004; ZHUANG et al., 2006).

Em vista disso, pela aplicacdo do método de von Frey (1896)
poderiamos estudar hiperalgesia ou alodinia. Todavia, esse conceito ndo é
compartilhado por todos os pesquisadores da area, e para evitar essas
controvérsias o Prof. Sérgio H. Ferreira sugere o uso do termo hipernocicepcao
em modelos animais para designar as alteracées comportamentais induzidas

pela sensibilizagdo dos neurbnios sensitivos responsaveis pelo reconhecimento
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de estimulos dolorosos (nociceptores) (PARADA et al., 2003). Além disso, 0
uso do termo hipernocicepc¢ao evita extrapolacdes diretas de resultados obtidos
com experimentagcdo em animais para a clinica.

Apesar de o termo sugerir uma estrutura especializada, os nociceptores
sao terminagdes nervosas livres associadas a fibras aferentes primarias finas
nao mielinizadas, denominadas fibras C, com baixa capacidade de conducao
(0,5 — 2 m/s) ou mielinizadas, as fibras Ad, que conduzem o impulso nervoso
com maior velocidade (10 — 30 m/s), havendo ainda as fibras AR que também
sao mielinizadas e de grande diametro, capazes de conduzir rapidamente o
estimulo doloroso em resposta a estimulos periféricos semelhantes. A maioria
dessas fibras, originarias de neurdnios cujos corpos celulares estédo localizados
nos ganglios das raizes dorsais, faz sinapses com neur6nios secundarios do
corno medular dorsal, onde os neurotransmissores sao sintetizados e liberados
(BESSON et al., 1999; MILLAN, 2002). Por sua vez, esses ultimos dao origem
as vias ascendentes da dor responsaveis pela transmissdo do impulso as
estruturas centrais supra-espinhais (MILLAN, 1999).

Desse modo a dor pode originar-se de fibras aferentes mielinizadas e/ou
ndo mielinizadas que apresentam terminacdes sensoriais finas que se
ramificam nos tecidos periféricos e sao ativados por varios estimulos
(mecénico, térmico e quimico). As fibras aferentes primarias C de pequeno
calibre e ndo mielinizadas e as fibras Ad de médio calibre e mielinizadas sao
responsaveis por enviar esses estimulos nocivos a partir dos tecidos injuriados,
transportando informagdes nociceptivas, principalmente pelas |aminas
superficiais (I e Il), profundas (V e VI) e também pela lamina X do corno dorsal
da medula. As fibras AR de grande calibre, mielinizadas e de conducéo rapida
transmitem informacdes relacionadas a estimulos mecéanicos inécuos para
laminas mais profundas (lll - VI) (MILLAN, 1999; MILLAN, 2002).

Classicamente, a transmissao da dor se faz por uma via bem estudada e
conhecida. Os nociceptores primarios fazem uma sinapse no corno dorsal da
medula espinal com neurbnios de segunda ordem, predominantemente na
lamina Il da medula espinha. Os neurbnios de segunda ordem cruzam a
medula espinhal para ascender o trato espinotalamico, projetando suas fibras
terminais principalmente ao talamo. No talamo, neurbnios de terceira ordem

emitem axbnios através da capsula interna ao cértex somatosensor, onde
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existe o componente emocional da dor (RUSSO & BROSE, 1998). A
transmissdo da dor descrita acima representa a sua via classica, mas existem
outras vias possiveis, envolvendo estruturas nervosas diferentes (BESSON,
1999; JABBUR & SAADE, 1999).

Precede a transmissdo de um impulso doloroso a deteccao de estimulos
nocivos, e a habilidade de detectar estimulos potencialmente destrutivos ou
nocivos (nociceptivos) pelo sistema somatosensorial € um mecanismo de
protecdo muito importante que envolve a interacdo de varios mecanismos
periféricos e centrais. A detecgcao de estimulos nocivos culmina com a ativagao
dos nociceptores e com a transmissao da informacao nociceptiva ao sistema
nervoso central, sendo que os aferentes nociceptivos sdo amplamente
distribuidos pelo corpo, presentes em pele, masculos, articulacées, visceras e
meninges (COUSINS & COHEN, 2005). Dessa forma, a nocicepcao
corresponde a um processo neural que envolve varios mediadores e
neurotransmissores, em que a qualidade da dor e o inicio das respostas
protetoras sao determinados por muitos fatores na regido periférica injuriada,
na medula espinal e estruturas cerebrais superiores envolvidas na integracéao e
modificacdo dos sinais nociceptivos (DICKENSON, 1995; SANTOS, 2000;
RUSSO & BROSE, 1998).

Ha varias fontes importantes em que sdo produzidos mediadores
quimicos participantes da perpetuacao da resposta dolorosa, dentre as quais
se destacam os tecidos lesionados e adjacentes, células imunes, sistema
vascular, nervos simpéticos e sensoriais. Ademais, existem mecanismos
complexos nos quais um transmissor pode agir, via multiplos receptores
amplamente distribuidos nos tecidos periféricos e centrais (DICKENSON, 1995;
SANTOS, 2000). Diferentes estimulos inflamatérios (produtos bacterianos,
fungicos, reagdes antigenoanticorpo entre outros) induzem a liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios por células residentes resultando na
sensibilizagdo dos nociceptores ou sua ativacdo direta dependendo da
intensidade do estimulo (FLOREZ, 1993). Dentre os mediadores responsaveis
pela sensibilizagdo dos nociceptores durante um processo inflamatério, talvez
os que tenham sido mais extensivamente estudados na nocicepcao
inflamatéria sdo os metabdlitos da ciclooxigenase (principalmente
prostaglandina E, e prostaciclina; PGE> e PGl,, respectivamente) e as aminas
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simpaticas, que interagem com 0s seus respectivos receptores acoplados a
proteinas G.

A liberacdo desses mediadores durante a resposta inflamatéria foi
demonstrada apo6s estimulos como a carragenina (Cg) e o LPS. Essas
substancias induzem a liberagdao de uma cascata de citocinas pré-inflamatérias
responsaveis pela liberagdo/producéo dos mediadores finais prostaglandinas e
aminas simpaticas. Assim, quando administradas por via intraplantar, a Cg
induz producdo de bradicinina, que estimula a liberacao do fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a). O TNF-a induz a producéao de interleucina-1 (IL-1B), os
quais estimulam a formagao de produtos da ciclooxigenase através da inducao
enzimatica da ciclooxigenase-2 (COX-2) resultando principalmente na
producdo de PGE, (TNF-a > IL-1B >PGE,). O TNF-a também é capaz de
induzir a liberagdo de quimiocinas (ex: KC), as quais estimulam a
liberagdo/produgédo de aminas simpaticas (TNF-a - quimiocinas - aminas
simpaticas) (CUNHA et al., 1991; CUNHA et al., 1992; FERREIRA et al., 1988;
FERREIRA et al., 1993a; FERREIRA et al., 1993b; LORENZETTI et al., 2002).

Reforgando os dados apresentados acima obtidos utilizando-se
experimentagdo em ratos, foi demonstrado que em camundongos existe uma
diferenga importante na hierarquia de liberagdo entre as citocinas. Porém, o
conceito de uma cascata de citocinas permanece. Dessa maneira, demonstrou-
se que em camundongos, ndo sé o TNF-a, mas também o KC (quimiocina
derivada de queratindcitos) sdo as primeiras citocinas a serem liberadas pela
Cg e sado entdo sucedidas pela IL-1B, que estimula a producdo de PGE-.
Porém, diferentemente do TNF-a, o KC também age via liberacdo de aminas
simpaticas (CUNHA et al.,, 2005). Nesse contexto, a sensibilizacdo dos
nociceptores é o denominador comum da dor inflamatéria.

Em suma, existem dois grupos de mediadores hipernociceptivos que
agem diretamente sobre os nocieptores: eicosandides e aminas simpaticas, 0s
quais podem ser induzidos por trés vias dependentes da liberacao de citocinas.
As trés vias sao: (i) carragenina> TNF-a > IL-1B - prostaglandinas (que
sensibilizam o nociceptor), (ii) carragenina > TNF-a > KC -> IL-1B >

prostaglandinas (que sensibilizam o nociceptor) e (iii) carragenina > TNF-a >
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KC - aminas simpaticas que também sensibilizam o nociceptor (CUNHA et.
al., 2004).

1.4.3 Migracao Leucocitaria

Os sinais cardeais descritos no inicio da era crista por Cornélius Celsius
(30 a.C. — 38 d.C.) — calor, rubor, tumor e dor - integram uma resposta tecidual
as agressdes de diversas naturezas (por exemplo: infeccées microbianas,
queimaduras, radiacdes, traumatismos mecéanicos, toxinas, isquemia,
interacdes antigeno-anticorpo, substancias causticas, e presenca de tecido
necrotico), visando a destruir, diluir ou imobilizar o agente injuriante e a limitar
sua disseminacao. Assim, lesdes teciduais ou substancias potencialmente
injuriantes fazem com que sejam liberados mediadores quimicos que provocam
dilatacdo e aumento da permeabilidade dos vasos sanglineos, o que permite
um maior afluxo de sangue para a area agredida, bem como a exsudacéo de
liquido, proteinas e células de defesa para o espaco intersticial. Com a
exsudacao liquida, que resulta no edema inflamatério, o sangue torna-se
gradativamente mais viscoso, pelo aumento da concentragdo de hemaceas, e a
corrente circulatéria dos pequenos vasos torna-se cada vez mais vagarosa,
culminado com a estase sangliinea (pequenos vasos dilatados e repletos de
hemaceas). Ao mesmo tempo, ocorre a migracao dos leucdcitos através da
parede vascular para o0 espacgo intersticial (diapedese, transmigracao ou
emigragdo leucocitaria). Esses fenémenos, denominados fendmenos
vasculares-exsudativos, sdao eventos inespecificos e constituem a fase inicial
(aguda) de qualquer resposta inflamatéria (ROCHA & SILVA, 1978;
SEDGWICK et al., 1985).

Os mediadores envolvidos na génese da dor inflamatéria podem,
também, ter papel essencial em outros eventos inflamatérios, incluindo edema
e migracao leucocitaria. Por exemplo, prostaglandinas podem ser crucial para a
formagcdo de edema, e citocinas podem ser relevantes para o recrutamento
leucocitario em diversos modelos de inflamacdo (CUNHA et al., 1992,
FERREIRA, 1972; FERREIRA et al.,, 1988; GRANSTEIN et al., 1986;
MONCADA, et al.,, 1973; WANKOWICZ et al., 1988; WHITE et al., 2005),
enquanto também tem sido demonstrado que a migracao leucocitaria pode ser
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essencial para a formacao de exudato e inducdo de dor através de certos
estimulos inflamatérios (ISSEKUTZ, 1984; LEVINE et al., 1984; WEDMORE &
WILLIAMS, 1981).

No entanto existem evidéncias de que esses eventos possam ocorrer de
maneira independente, por exemplo anti-inflamatérios nao-esteroidais nao
interferem com a migragéo leucocitaria, embora possam inibir a formagédo de
edema e dor (BOMBINI et al., 2004; CANETTI et al., 2001; FERREIRA, 1972;
FORD-HUTCHINSON et al., 1984; LUKKARINEN et al., 2006; MONCADA, et
al., 1973). Analgésicos periféricos, como dipirona, reduzem a dor inflamatéria
sem afetar a formacdo de edema e a migracao leucocitaria (LORENZETTI &
FERREIRA, 1985).

O recrutamento leucocitario para o local de injaria celular € uma das
etapas essenciais da defesa do organismo contra um agente agressor. Nao
obstante haver diferencas no tipo e cinéticas de leucécitos conforme o agente
injuriante, nos estagios iniciais da maioria dos processos inflamatérios como
em respostas contra bactérias, o leucécito predominante é€ o neutrdfilo,
permanecendo em geral 12-24 horas no local da injuria. Apds esse periodo, o
neutréfilo inicia um processo de morte programada (apoptose), sendo em
seguida fagocitado por macrofagos. A partir da décima hora surgem
progressivamente os eosindfilos, macréfagos e linfécitos, permanecendo por
cerca de uma semana no local, isto se o0 agente agressor for removido, caso
contrario, ocorre a cronificacdo do processo (GALLIN & SNYDERMAN, 1999;
INSEL, 1996).
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1.4.4 Cromatografia e CLAE

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Ela esta
fundamentada na migracao diferencial dos componentes de uma mistura, que
ocorre devido a diferentes interacdes entre duas fases imisciveis, a fase movel
e a fase estacionaria. A grande variedade de combinagdes entre fases méveis
e estacionarias a torna uma técnica extremamente versatii e de grande
aplicacado. O termo cromatografia foi primeiramente empregado em 1906 e sua
utilizagdo é atribuida a um botanico russo ao descrever suas experiéncias na
separacao dos componentes de extratos de folhas. Nesse estudo, a passagem
de éter de petréleo (fase mével) através de uma coluna de vidro preenchida
com carbonato de caélcio (fase estacionaria), a qual se adicionou o extrato,
levou a separacao dos componentes em faixas coloridas. Este é provavelmente
o motivo pelo qual a técnica é conhecida como cromatografia (chrom = cor e
graphie = escrita), podendo levar a errbnea idéia de que o processo seja
dependente da cor. Apesar deste estudo e de outros anteriores, que também
poderiam ser considerados precursores do uso dessa técnica, a cromatografia
foi praticamente ignorada até a década de 30, quando foi redescoberta. A partir
dai, diversos trabalhos na area possibilitaram seu aperfeicoamento e, em
conjunto com os avangos tecnolégicos, levaram-na a um elevado grau de
sofisticacao, o qual resultou no seu grande potencial de aplicacdo em muitas
areas. A cromatografia pode ser utilizada para a identificacdo de compostos por
comparacdo com padrdes, para a purificacdo de compostos ao separar as
substancias indesejaveis e para a separacao dos componentes de uma mistura
(COLLINS, BRAGA, BONATO, 1993).

A Cromatografia, entdo, é uma técnica utilizada para a separacdo dos
componentes de uma mistura, na qual os componentes a serem separados
distribuem-se em duas fases: fase estacionaria e fase movel. A fase
estacionaria pode ser um soélido, ou um liquido distribuido sobre um suporte
sblido com grande area superficial. Enquanto a fase mével, que pode ser
gasosa ou liquida, passa sobre a fase estaciondria, arrastando consigo os
diversos componentes da mistura. Dessa maneira, a separacao resulta das
diferencas de velocidade dos componentes arrastados pela fase mével devido

as diferentes interacbes com a fase estacionaria.
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Ha trés tipos de cromatografia que merecem énfase: cromatografia em
camada delgada, cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Focando em CLAE, tal tipo de cromatografia recebeu esse
nome justamente pelo fato de a fase movel usada em sua aplicagcdo ser um
liquido (ANDRADE et al., 1995; COLLINS, BRAGA, BONATO, 1993)

O grande avanco na cromatografia em coluna foi o desenvolvimento e a
utilizacdo de suportes com particulas diminutas responsaveis pela alta
eficiéncia, as quais tornam necessario o uso de bombas de alta pressao para a
eluicdo da fase moével, devido a sua baixa permeabilidade. As fases moveis
utiizadas em CLAE devem possuir alto grau de pureza e estar livres de
oxigénio ou outros gases dissolvidos, sendo filtradas e desgaseificadas antes
do uso. A bomba deve proporcionar ao sistema vazao continua sem pulsos
com alta reprodutibilidade, possibilitando a eluicao da fase mével a um fluxo
adequado. As valvulas de injecao usadas possuem uma algca de amostragem
para a introducdo da amostra com uma seringa e duas posi¢cdes, uma para o
preenchimento da alca e outra para sua liberacao para a coluna.

As colunas utilizadas em CLAE sao geralmente de aco inoxidavel, com
diametro interno de cerca de 0,45 cm para separacdes analiticas e na faixa de
2,2 cm para preparativas. O comprimento é variavel, sendo comuns colunas
analiticas de 10-25 cm e preparativas em torno de 25-30 cm. Essas colunas
sao reaproveitaveis, sendo empacotadas com suportes de alta resolucdo, nao
sendo necessaria sua regeneracdo apds cada separacdo. O detector mais
utilizado para separacdes por CLAE € o detector de ultravioleta, sendo também
empregados detectores de fluorescéncia, de indice de refragdo, e
eletroquimicos, entre outros. A figura 5 mostra um equipamento tipico de
CLAE.
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Figura 5: Esquema de um equipamento basico de CLAE. a) reservatério da fase
mével; b) bomba de alta pressao; c) valvula de injecédo; d) coluna de separacao
cromatografica; e) detector UV e f) registrador.
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A versatilidade desta técnica reside no grande numero de fases
estacionarias existentes, as quais possibilitam andlises e separagées de uma
ampla gama de compostos com alta eficiéncia. Tem sido utilizada em varias
areas da ciéncia, no acompanhamento de sinteses, em analises de pesticidas,
feromdnios, no isolamento de produtos naturais e sintéticos e na producgéao e
controle de qualidade de medicamentos, dentre tantas outras aplicagées. As
separacbes em CLAE podem se dar por adsorcdo, particio ou ambos. O
suporte mais comumente utilizado é a silica. O uso de fases estacionarias
liguidas adsorvidas a um suporte ndao tem grande aplicacdo devido a perda de
fase estacionaria, mas o uso de suportes modificados, os quais foram
desenvolvidos como conseqiiéncia do problema acima, possibilita a producao
de uma imensa variedade de colunas com diferentes propriedades e tipos de
seletividade. As fases assim obtidas s&do chamadas de quimicamente ligadas.
Essas fases, dependendo da modificacdo feita ao suporte, podem atuar no
modo normal, reverso ou ambos. Na cromatografia em fase normal, a fase
estacionaria é mais polar que a fase movel, e em fase reversa, a fase mével é
mais polar. Separacgdes analiticas sdo predominantemente realizadas em fase
reversa, sendo a fase C18 (octadecilsilica) a mais usada, ao passo que sao
preferidas fases que atuem no modo normal para fins preparativos, em vista de
que separacdes no modo reverso utilizam fases moéveis aquosas (COLLINS,
BRAGA, BONATO, 1993).

Propriedades como massa molecular, solubilidade, estrutura e pKa
devem ser consideradas no processo de pesquisa e escolha da melhor
condicao cromatografica, com o objetivo de separar componentes de uma
determinada amostra. Em relagdo a fase movel, € fundamental que seja de alto
grau de pureza ou, a0 menos, de facil purificagdo, porque impurezas podem
interferir com a deteccao dos componentes da amostra. Além disso, ela deve
dissolver a amostra sem decompor seus componentes, nao decompor ou
dissolver a fase estacionaria, ter baixa viscosidade, ser compativel com o tipo
de detector utilizado, ter polaridade adequada para permitir uma separacao
conveniente dos componentes da amostra (GUIMARAES, 1997).

Assim, a quantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) tem sido adotada para diversas analises por ser uma metodologia
bastante versatil e pratica, uma vez que pode ser totalmente automatizada. Ela
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tem a capacidade de realizar separacbes e andlises quantitativas de uma
grande quantidade de compostos presentes em diversos tipos de amostras, em
escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugdo, eficiéncia e
sensibilidade (GUIMARAES et al., 1997). Um exemplo de aplicagio
constantemente reportado na literatura para a cromatografia liquida de alta
eficiéncia é a separacao e quantificacao de analitos presentes em amostras de
plasma (BOMPADRE et al., 2008; PARONI et al., 2009; POZHARITSKAYA et
al., 2008; QUEIROZ et al., 2008; QUEIROZ et al., 2003; QUEIROZ et al., 1995;
SOYINKA, ONYEJI, OMORUYI, 2008).

1.4.5 Validacao de Metodologia Analitica

Varios autores definem validacdo de métodos, e pode-se dizer que o0s
conceitos estdo constantemente evoluindo sob a supervisdo das agéncias
reguladoras. Por exemplo, para o Eurachem Working Group a validacdo € o
processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o método sob
investigacdo tem capacidade de desempenho condizente com o que a
aplicagéo requer (EURACHEM, 1998), enquanto para a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) a validacdo € o ato documentado que
atesta que qualquer procedimento, processo, equipamento, material, operacéo
ou sistema realmente conduza aos resultados verdadeiros.

A validagdo deve garantir, entdo, por meio de estudos experimentais,
que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade (ou limite de detecgao), limite de
quantificacao, exatiddo, adequados a analise (ANVISA, 2003; SHABIR, 2003).
Nesse sentido, € preciso utilizar substéncias de referéncia oficializadas pela
Farmacopéia Brasileira ou, na auséncia destas, por outros codigos autorizados
pela legislacdo vigente. No caso da inexisténcia dessas substancias, € admitido
0 uso de padrées de trabalho, desde que a identidade e o teor sejam
devidamente comprovados (ANVISA, 2003; SHABIR, 2003).

Em todos os tipos de métodos analiticos validados, ha requerimentos de
pré-validacdo que precisam estar em conformidade antes de se iniciar a
validacdo do método. Assim, para assegurar uma boa validacdo e,
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conseqlientemente, a confiabilidade dos resultados, sdo de suma importancia a
qualificacdo analitica do equipamento, a estabilidade das solu¢des e amostras,
e a conformidade do sistema (LEITE, 2002; RIBANI et al., 2004).

A qualificacdo analitica do equipamento envolve a adequacdo do
equipamento frente aos resultados esperados, e para isso 0 equipamento deve
estar ndo sé em boa manutencdo, mas, principalmente, calibrado. Para gerar
resultados reprodutiveis e seguros as estabilidades das amostras, dos padrées,
dos reagentes e das fases moveis precisam ser avaliadas antes do inicio da
validacdo do método. Para o bom desenvolvimento de um procedimento de
validagdo de um determinado método analitico € preciso assegurar que todo o
sistema selecionado para o desenvolvimento do processo de analise esteja
apto a fornecer resultados com precisdo e exatidao aceitaveis e confiaveis.
Esta é a etapa inicial a ser estabelecida, e é obtida para os métodos
cromatograficos a partir de testes experimentais de conformidade do sistema
(system suitability) que inclui avaliacdo de parametros como fator de retencao
ou capacidade (k), fator de separacdo ou seletividade (a), resolugdo (Rs),
nuamero de pratos tedricos (N) e fator de cauda ou assimetria (As) (HEARN,
1992).

Além disso, a andlise de todas as amostras de um analito em matriz
biolégica, como a deteccao e quantificacdo de adenosina em plasma de
camundongos, deve ser concluida dentro do periodo de tempo para o qual a
estabilidade tenha sido determinada. Ainda, no uso rotineiro do método
analitico validado a precisdao e exatiddo devem ser monitoradas regularmente

para assegurar a continuidade do desempenho satisfatério (ANVISA, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar se a administracdo em camundongos de D-Frutose-1,6-
difosfato promove producdo enddgena de adenosina aferindo-a no plasma.
Ainda, avaliar se tal fato estaria relacionado a provaveis efeitos

antiinflamatorios da F1,6BP.

2.2 Objetivos Especificos

Um objetivo desse estudo foi avaliar possiveis atividades farmacolégicas
da F1,6BP sobre alguns eventos da resposta inflamatéria, averiguando sua via
de acado. Para isso, investigou-se a participacdo das citocinas inflamatdrias
TNF-a, IL1-B e KC no efeito da F1,6BP, aferindo ndo s6 a agdo da F1,6BP
sobre a atividade hipernociceptiva desses mediadores e dos respectivos
mediadores finais da cascata hipernociceptiva prostaglandina E> e dopamina,
como também através da quantificacdo dessas citocinas realizadas pelo
método de ELISA.

Outro parametro inflamatério mensurado foi a migragao leucocitaria para
o tecido subcutdneo plantar, realizado com aplicagdo do ensaio de
mieloperoxidase (MPQO). Além disso, almejou-se associar um possivel
envolvimento do nucleosideo purinico adenosina no mecanismo de acao da
F1,6BP. E para isso um adequado antagonista de receptor de adenosina foi
administrado com o intuito de reverter a atividade da F1,6BP para indicar
farmacologicamente esse envolvimento. Para corroborar tais resultados aferiu-
se a concentragao plasmatica de adenosina em animais tratados com F1,6BP
ou adenosina, bem como a dos animais que receberam tratamento com
veiculo. E em virtude disso foi preciso validar metodologia analitica com o uso
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo as normas vigentes
protocoladas pela ANVISA.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Animais

Os experimentos foram realizados com o uso de camundongos Swiss
SPF (espécie livre de patdgenos) machos adultos pesando aproximadamente
259, adquiridos junto ao Biotério Central da Universidade de Sao Paulo —
campus Ribeirdo Preto.

Os animais foram alojados em caixa (n=20) de polipropileno medindo 50 x
35 x 15 cm no biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao
Preto (FCFRP-USP) em salas com ciclo de 12 horas de claro - escuro,
temperatura ambiente constante (22° C a 24° C) mantida por meio de aparelho
de ar condicionado e com agua e comida ofertadas “ad libitum” durante todo
procedimento experimental. Todos os procedimentos descritos para 0 manejo,
uso e acondicionamento dos animais estdo de acordo com os “Principios Eticos
na Experimentacdo Animal” adotado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto — USP, tendo sido avalizado em
reuniao na CEUA de 10.08.07.

3.1.2 Vias de Administracao

Para a realizagdo dos experimentos foram usadas trés vias de
administragcdo: intraperitoneal (i.p.), subcutanea (s.c.) e intraplantar (i.pl.). Com
relacdo a via intraperitoneal , apds adequada imobilizagdo com o animal
contido pelo dorso e a cabeca sutiimente mais baixa em relacdo ao abdome
voltado para cima, a agulha é disposta na regidao da metade caudal do abdome
paralelamente a linha da pata, e introduzida na parede abdominal para atingir a
cavidade peritoneal, na qual o farmaco pode ser administrado em 0,2 mL. A
agulha, quando introduzida perpendicularmente a linha da pata, proporciona

injecdo segura em area que evita a bexiga urinaria no abdémen posterior e 0
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figado no anterior. Nao obstante existir perigo de injecao dentro do trato

gastrintestinal, isto € uma complicagédo rara.

Para a via subcutanea, os animais sao contidos pelo dorso com o abdome
voltado para baixo, e a agulha é introduzida sob a pele da regiao posterior,
geralmente na regido dorsal do pescoco. Sugere-se que a regidao de injecao
seja massageada apo6s o procedimento e que toda a agulha seja introduzida

para evitar vazamento do volume de injecéo, o qual também foi 0,2 mL.

A administracdo intraplantar é realizada apdés o acondicionamento
adequado do animal em um suporte especifico em forma de V, onde o animal
acomoda-se com o ventre para baixo e com uma pata traseira estendida para
injecéo intraplantar de um volume de 25uL. Assim como as outras inje¢des, a
injecao intraplantar também requer assepsia local com alcool 70°GL para evitar
contaminagcdées que eventualmente possam interferir com a resposta

experimental.

3.1.3 Farmacos e Regime de Dosagem
Farmacos
Os seguintes farmacos foram obtidos a partir das fontes indicadas:

» Adenosina - Sigma Chemical (St Louis, Mo, USA).

= Carragenina (Cg) - FMC Corporation (Philadelphia, PA, USA).

» (Cloridrato de Cetamina 10% (Ketamina Agener) - Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A (Embu-Guacu, SP, Brasil)

» Cloridrato de Xilazina 2% (Dopaser) — Laboratérios Calier (Barcelona,
Espanha)

» D-Frutose-1,6-Difosfato (F1,6BP) - Sigma Chemical (St Louis, Mo, USA).

» Dopamina - Sigma Chemical (St Louis, Mo, USA).

= DPCPX (1,3-di-propill-8-ciclopentilxantina) - Sigma Chemical (St Louis,
Mo, USA).

= |L-1B8 murino recombinante - Instituto Nacional de Padrdes e Controle
Biolégico (NIBSC, South Mimms, Hertfordshire, UK).

= KC murino recombinante - PeproTech INC. (Rocky Hill, NJ, USA).
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Prostaglandina E, (PGE,) — Sigma Chemical (St Louis, Mo, USA).
TNF-a murino recombinante - Instituto Nacional de Padrées e Controle
Biolégico (NIBSC, South Mimms, Hertfordshire, UK).

Regime de Dosagem

As substancias foram administradas nos animais sob regime de

dosagem unica (em alguns casos com associacdo de farmacos) com dose e

tempo de pré-tratamento determinados experimentalmente. Para cada grupo

experimental houve o respectivo controle, no qual o veiculo do farmaco é

administrado junto aos demais tratamentos para eliminar a hipdtese de o

veiculo estar desempenhando ou interferindo atividade farmacoldgica.

As substancias testadas ou farmacos utilizados foram preparados e

administrados da seguinte forma:

F1,6BP — diluida em salina e administrada por injecéo intraperitoneal na
dose de 300 mg/Kg. O volume de injecao foi de 200 pyL e o tempo de

pré-tratamento de 15 minutos com relacao ao desafio.

Adenosina - diluida em salina e administrada por injecao intraperitoneal
na dose de 100 mg/Kg. O volume de injecao foi de 200 uL e o tempo de
pré-tratamento de 15 minutos com relagéo ao desafio.

DPCPX — solubilizado a 0,5% de tween 80 em salina, esse antagonista
foi aplicado com um pré tratamento de 30 minutos com relacdo ao
estimulo, isto é, 15 minutos antes da administracdo de F1,6BP ou
adenosina. Para esse composto houve duas vias de administragdo:
sistémica e local. A administragdo sistémica foi realizada pela via
subcutanea nas doses de 3, 10 e 30 mg/Kg com volume de injecao de
200 uL. Enquanto a administracaolocal fora feita por injecao intraplantar

nas doses de 0,3, 1,0 e 3,0 ug/pata com volume de injecéo de 25 uL.
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Estimulos para indug&o de hipernocicepcdo foram preparados e administrados

da seguinte forma:

= Carragenina — estimulo inflamatério diluido em salina e administrado por

inje¢ao intraplantar com volume de injecdo de 25 pyL na dose de 100

pg/pata.

= TNF-a — citocina pro-inflamatéria diluida em salina e administrado por
inje¢do intraplantar com volume de injecdo de 25 pL na dose de

100pg/pata.

= JL1-B - citocina pré-inflamatéria diluida em salina e administrado por
injegcdo intraplantar com volume de injecdo de 25 pL na dose de

1ng/pata.

» KC - quimiocina diluida em salina e administrado por injecéo intraplantar

com volume de injecdo de 25 uL na dose de 40ng/pata.

» Prostaglandina E, — estimulo nociceptivo diluido em salina e
administrado por injecao intraplantar com volume de injecao de 25 yL na
dose de 30ng/pata.

» Dopamina — amina simpatica diluida em salina e administrada por
inje¢cdo intraplantar com volume de injecdo de 25 pL na dose de

10ug/pata.
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3.2 Métodos

3.2.1 Modelos Experimentais

3.2.1.1 Atividade anti-hipernociceptiva

O termo nocicepcao é utilizado para definir a producao de estimulo
nocivo através de injuria, na qual os receptores aferentes que detectam e
sinalizam esse estimulo nocivo sao classificados como nociceptores. Assim o
termo antinociceptivo refere-se a capacidade que certas substancias possuem
de impedir que os nociceptores sejam ativados e/ou impedir que esse estimulo
seja conduzido na fibra nervosa.

A atividade anti-hipernociceptiva foi avaliada no teste de presséao
crescente em pata de camundongos com o uso do filamento de Von Frey
conforme descrito por Cunha et al. (2004). O termo hipernocicepcao é usado
para notificar a diminuicdo do ponto inicial de retirada aferido por um transdutor
de forga aplicada na pata do animal (electronic anesthesiometer; IITC Life
Science, Woodland Hills, CA) registrando 0 momento do reflexo de retirada
caracteristico (PARADA et al., 2003; VERRI et al., 2006a). O valor adotado
como resultado é a média de trés afericdoes, sendo os animais desafiados antes
e apos o tratamento. Os resultados sdo expressos por delta (A) de ponto inicial
de retirada (em gramas) calculado pela subtracdo do tempo zero das medidas
aferidas 3h apds a administragao de estimulos.

Desse modo, foi possivel avaliar a atividade da F1,6BP sobre a
hipernocicepgao induzida por outros estimulos nociceptivos como a Cg, as
citocinas inflamatérias TNF-a e IL-13, a quimiocina KC, e os mediadores finais
da cascata hipernociceptiva prostaglandina E> e dopamina. Além disso,
avaliar a atividade anti-hipernociceptiva da adenosina sobre os estimulos Cg,
prostaglandina E, e dopamina. Ainda, através desse modelo foi possivel
reverter a atividade anti-hipernociceptiva da adenosina e da F1,6BP com a
aplicacado do antagonista de receptores A1 de adenosina DPCPX.
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3.2.1.2 Migracao leucocitaria

Substancias potencialmente injuriantes ou lesbdes teciduais ou fazem
com que sejam liberados mediadores quimicos que provocam dilatagdo e
aumento da permeabilidade dos vasos sangliineos, o que permite um maior
afluxo de sangue para a area agredida, bem como a exsudacéo de liquido,
proteinas e células de defesa para o espaco intersticial. Assim, outro parametro
inflamatério avaliado foi a migracao celular.

A avaliagdo do recrutamento leucocitario foi realizado por meio da
quantificacdo colorimétrica-cinética de mieloperoxidase (MPO), a qual permite
calcular a quantidade de leucécitos que migraram para o tecido subcutaneo
plantar nas patas traseiras de camundongos (COLLIER et al., 1968). Nesse
experimento as amostras do tecido subcutaneo plantar sdo removidas 3h apés
a administracdo intraplantar do estimulo inflamatério, acondicionadas em
tampao fosfato de potassio 50 mM com HTAB (Brometo de hexadecil trimetil-
amodnio, 13,72 mM, pH 6.0) na concentracdo de 50 mg de tecido/mL, e
homogeneizadas com auxilio do Polytron (PT3100) seguida de centrifugagao (2
min, 16100 g, 4°C). O sobrenadante é, entdo, separado e pode ser congelado
para que a leitura possa ser feita em outra ocasiao.

Nessa amostra a dosagem é realizada através de uma reacgao
colorimétrica cinética, na qual em uma placa de 96 pocos é adicionada uma
aliquota do sobrenadante e posteriormente é adicionado 200 uL da solucao de
reacao (52,64 mM de dihidrocloreto de O-dianisidina, 0,05% de H.O. 30%,
90mL de tampao fosfato de potassio 50mM, pH 6.0 e 10 mL de H>O destilada).
Nessa placa também é feita uma curva padrdo por meio de diluicbes de uma
solucao de neutrofilos de concentracdo conhecida, através da qual se infere a
quantidade de células nos pocos das amostras. Para esse fim o aparelho é
programado para realizar 3 leituras em intervalos de 30 segundos em 450 nm
(Aparelho Spectra MAX 250), (BRADLEY et al., 1982).
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3.2.1.3 Quantificacao de Citocinas

As citocinas sao liberadas em uma controlada sequéncia a partir de
varios tipos celulares e sao responsaveis pela producao dos mediadores finais
envolvidos na indugao dos sinais e sintomas inflamatérios (VERRI et al., 2006).
Entdo, outro parametro inflamatério também avaliado foi a realizacdo da
quantificacdo das citocinas participantes da cascata hipernociceptiva em
camundongos, por ensaio imuno-enzimatico (ELISA, CUNHA et al., 2005 ).

Para isso, 3h ap6s a injecao intraplantar de carragenina (Cg, 100 pg) os
animais foram terminantemente anestesiados e em seguida o tecido plantar foi
removido e homogeneizado em 500 puL de tampao apropriado contendo
inibidores de proteases. As citocinas TNF-a, IL-18 e KC foram quantificadas
por ELISA conforme descrito por Safieh-Garabedian et al. (1995).
Resumidamente, placas de microtitulacdo foram recobertas e incubadas com
os respectivos anticorpos diluidos em PBS durante 15 - 18h a 4°C. ApGs esse
tempo de incubacao, as placas foram lavadas com PBS + 0,1% de Tween 20 e
bloqueadas durante 1h a temperatura ambiente com BSA 1%. Em seguida, as
placas foram lavadas e incubadas por um periodo de 12h a 4°C com as
amostras e suas respectivas curvas padrao.

Posteriormente, as placas foram lavadas novamente e incubadas com o
respectivo anticorpo por 1h a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e
50 pL de avidina-HRP foi adicionado a cada pog¢o, e novamente incubadas por
30 minutos a temperatura ambiente, lavadas, e adicionados 50 uL do substrato
dihidrocloreto de 1,2 fenilenodiamina diluido em tampao fosfato contendo 0,4
Mg/mL de H>O2 30%. Apos 15 minutos a reacéo foi interrompida pela adicao de
H.SOs 1M. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro ajustado para o
comprimento de onda de 490nm.
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3.2.1.4 Efeitos Sedativo e Relaxante Muscular

Para avaliacdo de possiveis efeitos sedativo e relaxante muscular ap6s
administracdo de F1,6BP foi realizada a monitoragdo da performance motora
dos animais por meio do Teste Rota Rod da forma descrita por ROSLAND;
HUNSKAAR e HOLE (1990).

Além de fornecer mais informagdes sobre os efeitos da administracao
sistémica de F1,6BP e adenosina, esse teste é de grande importancia para
confirmar que qualquer atividade de restauracdo do limiar nociceptivo seja
resultado da acdo da substadncia administrada, e nao decorrente de uma
suposta alteragcdo comportamental derivada de efeito sedativo ou relaxante
muscular que levariam a um registro errbneo no processo de obtencao de
resultados com o filamento de Von Frey.

Nesse teste, o aparelho consiste em uma barra de 2.5 cm de diametro,
subdividida em seis compartimentos por discos de 25 cm de diametro (Ugo
Basile, Model 7600) a qual gira a uma constante rotacdo de 22 voltas por
minuto, sendo que os animais devem permanecer nela durante 180 segundos.
Nesse experimento os animais utilizados foram submetidos a treinamento no
aparelho 24h antes do teste, sendo eliminados aqueles que nao conseguiram
permanecer por dois periodos consecutivos de 180s. Assim, os animais
receberam administracdo de F1,6BP ou adenosina e, entdo, foram submetidos
ao teste 15 minutos, 1hora e 3 horas apés o tratamento.

O resultado sera apresentado em forma grafica de maneira a evidenciar
os possiveis efeitos relaxante muscular e/ou sedativo analisados. A conclusao
experimental sera obtida através da constatacdo de uma reducéao estatistica ou
de nenhum efeito observado no tempo de queda dos animais tratados com
farmaco com relacdo ao respectivo grupo controle, o qual recebeu

administragao intraperitoneal de veiculo (salina) apenas.
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3.2.2 Desenvolvimento de metodologia analitica
3.2.2.1 Solucoes Padroes e Reagentes

As solucbes de adenosina foram preparadas em metanol grau

cromatografia (J.T. Baker ®HPLC, Mallinckrodt Baker , Inc., EUA). As solucdes-
estoque de adenosina foram preparadas na concentracdo de 0,4 mg/mL,
diluidas em metanol para obter as concentra¢des de 0,2; 0,4; 0,8; 2 e 4 pg/mL
em plasma e estocadas a -20°C. O procedimento requisitou a preparagao de
solucdo-estoque do padrao interno teofilina (Sigma) na concentracdo de 40
Mg/mL em metanol.

As solucbes da curva e amostras foram tratadas com acetonitrila grau
®
cromatografia (J.T. Baker = HPLC, Mallinckrodt Baker , Inc., EUA) para

precipitacao protéica. O tampao acetato 0,25 mol L_1 foi preparado diluindo uma
mistura prévia de acetato de sodio 0,75 M e acido acético 0,75 M grau p.a.
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Os solventes usados na preparacdo da
amostra e da fase mével foram de grau cromatografia (Merck, Darmstadt,
Alemanha), enquanto a agua usada para preparacao do tampao foi obtida por
meio do sistema de purificacao Milli-Q. A fase mével foi filtrada em membranas

de 0,45 um (Millipore®) degaseificada em ultra-som T 50 (Thornton-Inpec
Eletrénica LTDA., Brasil) e bomba a vacuo (Marconi, Art. Lab., Brasil) acoplado
em sistema de filtracdo Ultra-Ware (Millipore®). O pH da fase movel foi
ajustado para 6,5 no pHmetro VWR Scientific modelo 8005 (AT/ Orion
Research, EUA).

3.22.2 Analise Cromatografica

Para quantificacdo de adenosina plasmatica foi utilizado um
equipamento para cromatografia a liquido Shimadzu - modelo LC-10AS
equipado com injetor “Rheodyne” modelo 7125, amostrador de 20uL, detector
de absorbancia no ultravioleta visivel (UV-VIS) (Shimadzu modelo SPD-10A)

operando em 313nm utilizando uma coluna de fase reversa (RP-18,
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Supersher® - Merck - 125 x 4 mm, particulas de 3 um) com pré-coluna
recheada com o mesmo material. Os cromatogramas da técnica serao obtidos

com a aplicagao do integrador Shimadzu—C—R6A chromatopac.

3.2.2.3 Validacao da Metodologia Analitica

O procedimento de validagdo de métodos deve incluir todas as etapas
necessarias para demonstrar que os resultados obtidos sdo confiaveis e
reprodutiveis. Uma questao de suma importancia no delineamento das etapas
a comporem o procedimento de validacdo de um método analitico esta
justamente no estabelecimento dessas etapas. A validacdo de um método
desenvolvido, ou mesmo, a validacdo de modificacdes de ajuste de métodos ja
publicados, mesmo os oficiais, envolve uma etapa critica que € o julgamento do
nivel de validagdo necessario conforme o objetivo a que se destina o método
analitico.

Precisamente, a técnica desenvolvida inicia com a correta anestesia dos
animais através da combinacao anestésica Cetamina — xilazina (50% Cloridrato
de cetamina a 10% + 50% Cloridrato de xilazina a 2%, v/v) administrada na
dose de 10uL de solucdo para cada 10g de animal, para a colheita de material.
Devido a necessidade de uma quantidade relativamente grande de sangue, a
colheita por meio de puncao cardiaca revelou-se pertinente por ser uma técnica
eficaz e confiavel para essa finalidade.

Nesse processo, 0 sangue recolhido em seringas de 1 mL previamente
heparinizadas é transferido para tubos de vidro acondicionados em gelo. Cada
tubo recebe sangue colhido de 3 animais e € rapidamente levado a centrifuga
para separacdo do plasma com centrifugacdo das amostras a 3000 rpm
durante 15 minutos. As amostras de plasma sdo, entdo, separadas dos
elementos figurados, transferidas individualmente a outros tubos e conservadas
em gelo até proxima etapa da metodologia analitica em questdo. Nessa etapa
podem ser adicionados (quando necessarios) os padrdes de adenosina e
teofilina (padréao interno). Assim, o plasma separado passa por um processo de
precipitacao protéica no qual se adiciona 1mL de acetonitrila para cada 0,5 mL
de plasma com agitagdo de 2 minutos em agitador de tubos. Em seguida os

tubos sao centrifugados a 3000 rpm durante 5 minutos e os sobrenadantes sao
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transferidos individualmente a outros tubos. Apds essa etapa, o sobrenadante é
levado a secagem, podendo, nesse estagio, ser acondicionado em freezer -
20°C para posterior analise.

Em seguida o solvente é evaporado sob fluxo de ar, e a amostra seca é
re-suspendida em 100uL de fase mével. A essa solucao é adicionado 100 uL
de hexano e, entdo, a amostra é submetida a agitacdo (30s) e centrifugacao (5
minutos, 3000 rpm). O hexano adicionado atua na remocao de proteinas que
nao se precipitaram no estagio anterior, tornando o cromatograma mais “limpo”,
isto €, com menos picos despraziveis. Assim, o tubo apresentara duas fases:
uma hidrofébica (hexano + proteinas) localizada acima da porgéao hidrofilica
(fase mével + analito) apta a injecdo no aparelho de CLAE.

A validagdo de métodos analiticos constitui um procedimento
fundamental para verificar se o0 método desenvolvido é adequado para o0 uso
pretendido e para garantir a confiabilidade dos resultados produzidos. A
validacdo desenvolvida para esse trabalho foi realizada em concordancia com
as normas protocoladas pela ANVISA em seu Guia para Validacdo de Métodos
Analiticos e Bioanaliticos segundo a Resolucao RE numero 889 de 29 de maio
de 2003. Por conseguinte, parametros analiticos especificos foram
determinados com relagdo a curva de calibracdo, recuperagao, linearidade,
precisdo e exatidao, limites de quantificacdo e deteccdo, especificidade e

estabilidade.

3.2.2.3.1 Curva de calibracao

A curva de calibracao define, adequadamente, a relagao que existe entre
as concentracbes das amostras analisadas e a resposta obtida pelo
equipamento. Embora somente dois pontos definam uma reta, na pratica as
linhas devem ser definidas por no minimo 5 pontos que nao incluam o ponto
zero na curva, devido aos possiveis erros associados (RIBANI et al., 2004).
Assim, a constru¢do dessa curva sera feita mediante a analise cromatografica
de 5 a 8 amostras submetidas ao método de extracdo avaliado. As
concentragcdes dos padrées devem ser escolhidas com base nas

concentracdes esperadas no estudo a ser realizado.
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Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a
partir de um conjunto de medi¢gdes experimentais pode ser efetuada usando-se
o0 método matematico conhecido por regressao linear. Além dos coeficientes de
regressao a e b, também é possivel calcular, a partir dos pontos experimentais,
o coeficiente de correlagdo r. Esse parametro permite uma estimativa da
qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1.0, menor a dispersao
do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza dois coeficientes de
regressao estimados, logo o coeficiente de correlacéo igual a 1.0 indica perfeita
correlacao entre x e y. Por conseguinte, apds a obtencao daquele conjunto de
pontos experimentais foram calculadas as equacbes de regressao linear (y =
ax + b) e os coeficientes de determinaco (r?).

3.2.2.3.2 Recuperacao

A recuperacdo (ou fator de recuperacédo), R, é definida como a
proporcdo da quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada
na por¢do analitica do material teste, que é extraida e passivel de ser
quantificada. A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de
um método analitico dentro de um limite de variagdo. Porcentagens de
recuperacdo do analito e do padrao interno préximos a 100% sao desejaveis,
porém admitem-se valores menores para a extensao da recuperacao de um
analito, inclusive na ordem de 50 — 60%, desde que a recuperacao seja
precisa, exata e reprodutivel (CHASIN et al., 1998; SWARTZ, KRULL, 1998;
LANGCAS, 2004).

A recuperagdo de um método analitico € melhor estabelecida pela
comparagdo da resposta de uma amostra extraida, em concentracdes altas,
médias e baixas, com outras ndo extraidas representando 100% de
recuperacao (CAUSON, 1997). Para os calculos da recuperacao absoluta sera
necessario corrigir o volume de solvente recuperado para o volume de solvente
adicionado. Na recuperacado absoluta, o padrdao interno, quando usado, é
adicionado a fase orgéanica apds o procedimento de extracao.

As amostras de plasma contendo concentracbes adequadas de
adenosina foram analisadas em duplicatas apés a realizacdo da precipitacao
protéica nas mesmas. A porcentagem de recuperagao sera calculada dividindo-
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se a resposta da curva extraida pela resposta da curva nao extraida (curva
seca) e multiplicando este valor por 100.

3.2.2.3.3 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade de o método fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em anadlise,
dentro de uma determinada faixa (SWARTZ; KRULL, 1998; SWARTZ, KRULL,
1998; INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION OF
TECHNICAL. REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF
PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 1996). Para a maioria das técnicas
analiticas cromatograficas, uma relacdo de primeira ordem, ou seja, linear, é
observada entre a resposta do detector (y) e a concentracéo (x) da substancia
nas amostras, podendo ser descrita pela equacao de regressao linear:y = a x +
b, onde a é a inclinacdo da reta e b € a interseccao da curva no eixo y (PENG;
CHIOU, 1990).

Segundo as normas do Center for Drug Evaluation and Research (FDA,
1998) aceita-se valores de r? maiores que 0,95, contudo em nossos ensaios
foram consideradas lineares, curvas com r® maior que 0,98 (CHASIN et al.,
1998).

3.2.2.3.4 Precisao e Exatidao

A precisao representa o grau de dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, sob condicées definidas (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION OF TECHNICAL. REQUIREMENTS FOR REGISTRATION
OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 1996). A precisdo pode ser
determinada em condicbes de repetibilidade ou em condicbes de
reprodutibilidade (LANCAS, 2004). Condicbes de repetibilidade sao aquelas em
que resultados independentes sdo obtidos usando-se: 0 mesmo equipamento,
com mesmo método, para a mesma amostra, no mesmo laboratério, pelo
mesmo operador, em curto intervalo de tempo. Condigdes de reprodutibilidade
sdo aquelas em que os resultados sdo obtidos usando-se: o mesmo



43

equipamento, com 0 mesmo método, para a mesma amostra, em diferentes
laboratérios, por diferentes operadores. Assim, a precisdo de um método
analitico € a medida do erro randémico e pode ser definida como a
concordancia entre o resultado das replicatas de uma mesma amostra, sendo
expressa em porcentagem do coeficiente de variacdo ou desvio padrao relativo
das medidas das replicatas (CAUSON, 1997).

A exatiddao representa o grau de concordancia entre os resultados
obtidos e um valor aceito como verdadeiro ou referéncia (SWARTZ; KRULL,
1998), sendo melhor expressa como porcentagem de erro sistematico. E
importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido por uma
medicdo perfeita e esse valor é indeterminado por natureza (LANCAS, 2004). A
exatidao é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga (ou seja, aparece sempre associada a valores de precisdo). Esses
limites podem ser estreitos em niveis de concentracéo elevados e mais amplos
em niveis de tragos. Os processos mais utilizados para avaliar a exatidao de
um método sado: materiais de referéncia; comparacao de métodos; ensaios de
recuperacao e adicdo-padrao.

Desse modo, as concentracdes de adenosina plasmatica nas amostras
analisadas serdao determinadas empregando-se curvas de calibragéao
preparadas diariamente, nas quais amostras de plasma de animais nao
tratados serdo adicionadas de quantidades previamente determinadas de
adenosina e padrao interno (teofilina). O valor numérico usado para quantificar

a precisao € o coeficiente de variagdo (CV) ou desvio padrao relativo:
CV=[S/K]x100

Onde, S = desvio padrdo e K = valor médio da relacao [altura padrdo/ altura

padrao interno/ concentragéo do padrao].
3.2.2.3.5 Limites de quantificacao e deteccao
O limite inferior de quantificacdo ou simplesmente limite de quantificacao

(LQ) representa a menor concentracao do analito que pode ser detectada com
um certo limite de confiabilidade utilizando-se um determinado procedimento
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experimental (SWARTZ; KRULL, 1998; INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION OF TECHNICAL. REQUIREMENTS FOR REGISTRATION
OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 1996). Para o LQ ser aceito, ele
deve apresentar precisao e exatidao de até 20%, e deve ser pelo menos cinco
vezes maior que algum interferente com mesmo tempo de retencao presente
na amostra branca. Segundo POMMIER, SIOUFI, GODBILLON (1997), o limite
de quantificacdo € considerado como a menor concentracdo que forneceu
precisado e exatiddo com erro menor que 20%.

O limite superior de quantificacao (LSQ) é a concentragdo maxima de
um analito presente em uma amostra que pode ser quantificada com precisao e
exatidao aceitaveis. Geralmente, o limite superior de quantificagdo € o maior
ponto da curva de calibracdo (PETERS, MAURER, 2002; SHAH et al., 2000).

O limite de deteccao (LD) representa a menor concentracdo do analito
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando-se
de um determinado meétodo analitico. O LD pode ser calculado de trés
maneiras: pelo método visual, método da relagao sinal-ruido e método baseado
em parametros da curva analitica (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION OF TECHNICAL. REQUIREMENTS FOR REGISTRATION
OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 1996).

O método visual é util para determinar o LD utilizando a matriz com
adicao de concentracdes conhecidas da substancia de interesse, de tal modo
gue se possa distinguir entre ruido e sinal analitico pela visualizagdo da menor
concentracao visivel (detectavel). Esse procedimento também pode ser feito
por meio do instrumento utilizando parametros de deteccdo no método de
integracéao.

O método da relacao sinal-ruido é aplicado apenas em procedimentos
analiticos que mostram o ruido da linha de base. E para determinar essa
relacdo é feita comparacao entre a medicao dos sinais de amostras em baixas
concentracdes conhecidas do composto de interesse na matriz € um branco
(matriz isenta do composto de interesse) dessas amostras. Assim, é
estabelecida uma concentracdo minima na qual a substancia pode ser
detectada. As relagdes sinal-ruido de 3:1 ou 2:1 sdo geralmente aceitas como

estimativas do limite de deteccao.
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Ainda, o LD pode ser determinado pelo método baseado em parametros
da curva analitica. Nesse processo o LD é expresso como:

LD=38,3s/S

Onde, s = a estimativa do desvio-padrdo da resposta, que pode ser a
estimativa do desvio-padrdao do branco, da equacao da linha de regressao ou
do coeficiente linear da equacdo; S = a inclinagcdo (slope) ou coeficiente

angular da curva analitica.

Para calcular esses dados, uma curva analitica devera ser feita
utiizando a matriz que contém o composto de interesse na faixa de

concentragao préxima ao limite de deteccéo.

3.2.2.3.6 Especificidade

A especificidade pode ser definida como a habilidade de o método
distinguir o analito de todas as outras substancias presentes na amostra. Isto
pode ser estabelecido pela comparacdo do tempo de retencdo cromatografico
do analito com outras substancias. Se houver algum interferente na amostra,
ele deve ser 1/5 do limite de quantificacdo (CAUSON, 1997). Havendo
coincidéncia nos tempos de retencdo, o interferente é submetido ao

procedimento de extracao e entdo re-analisado.

3.2.2.3.7 Estabilidade

A avaliagdo da estabilidade das solugdes utilizadas no método analitico
€ de suma importancia, ja que uma degradacao do analito ou dos constituintes
da matriz durante a estocagem ou analise da amostra podem afetar a exatidao
dos resultados. A estabilidade de farmacos e outras substancias em fluidos
bioldgicos dependem de suas propriedades quimicas, da matriz biolégica e das
condi¢des de acondicionamento utilizadas.

As determinacbes de estabilidade devem utilizar amostras preparadas a
partir de uma solugao estoque recente da substancia em analise, adicionada a
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uma matriz bioldgica isenta de interferéncia. Nesse caso, para os estudos de
estabilidade, brancos de plasma serédo adicionados de solugcbes padrdo para
obtencdo de amostras com concentragdes de 0,2 a 6,0 yg/mL de adenosina e
4ug/mL de teofilina. Essas amostras serdo armazenadas a -20°C até a analise,
na qual as aliquotas serdo analisadas durante sete dias consecutivos, a cada
quinzena, durante duas quinzenas consecutivas e a cada més, durante trés

meses consecutivos.

3.2.3 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados sera feita com o auxilio do Programa
GraphPad Prism, versdao 4.0 para Windows e apresentados sob forma de
média e desvio padrdo da média para grupos de cinco animais (para
experimentos in vivo) e grupos de quatro animais (para experimentos in vitro).
As diferencas entre grupos experimentais também serdao comparadas por One-
Way ANOVA e, para casos de significancia estatistica, subsequentes
comparagoes individuais seréo realizadas pelo teste t de Bonferroni, permitindo

um intervalo de confianga maior que 95%.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimentos preliminares

A maioria dos trabalhos publicados na literatura que atribuem atividades
farmacolégicas a Frutose-1,6-difosfato (F1,6BP) revelam experimentos em que
sua administracdo foi realizada em doses Unicas pertencentes ao intervalo de
300-500mg/Kg por meio de injegcao intraperitoneal (i.p.), intravenosa (i.v.) ou
subcutanea (s.c.). Por exemplo, Nunes e colaboradores (2002) e Alves-Filho et
al. (2004) por meio de administracao intraperitoneal de 500mg/Kg de F1,6BP,
respectivamente, obtiveram significantes resultados em modelos de sepse e
pleurisia, enquanto Antunes et al. (2006) caracterizou a F1,6BP como um
agente protetor para faléncia renal decorrente de isquemia aguda pela
administracdo de 300mg/Kg.

Além disso, Bordignon Nunes e colaboradores (2003) determinaram em
um recente trabalho com ratos que a dose de F1,6BP que possui mais de 95%
de chance de matar 50% dos individuos de certo grupo experimental (LDsg) é
de 1068 mg/Kg, logo esses fatos foram levados em consideracdo para a
pesquisa da dose adequada para proceder os experimentos dessa tese.

Triagens experimentais de dose e tempo apontaram pré-tratamentos
adequados com 300mg/Kg de F1,6BP e 100mg/Kg de adenosina dissolvidas
em salina, administradas por injecdo intraperitonial 15 minutos antes do
estimulo nociceptivo. Quanto ao antagonista seletivo para receptores A; de
adenosina DPCPX, a dose adequada encontrada foi de 30mg/Kg de DPCPX
dissolvido em 0,5% de Tween 80 em salina, administrado por injecédo
subcutanea 30 minutos antes do estimulo nociceptivo e 3ug/pata de DPCPX

dissolvido em 0,5% de Tween 80 em salina.
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4.2 F1,6BP inibe hipernocicepcao mecéanica induzida pela carragenina,
TNF-a, IL-1 B e KC.

Citocinas sado produzidas por varios tipos de células em resposta a
varios estimulos e constituem uma relacdo entre injaria celular e o
desenvolvimento dos sintomas locais e sistémicos da inflamacao
(BLACKWELL, 1996; DINARELLO, 2000; HOPKINS, 2003; CUNHA &
FERREIRA, 2003). Tém sido demonstrado que os estimulos inflamatérios nao
promovem diretamente a liberacdo de mediadores hipernociceptivos primarios,
mas que a liberacao desses é precedida por uma cascata de citocinas (POOLE
et al.,, 1999). Nesse contexto, a carragenina (Cg) induz hipernocicepcao
mecanica através de uma cascata de citocinas liberada por células residentes
ou migrantes, estimulada pela inducao prévia da formacao de bradicinina. A
primeira citocina liberada € o TNF-a, o qual promove a liberacao de IL-1 B e
KC, responsaveis pela estimulacdo da sintese de prostaglandinas e liberacao
de aminas simpaticas, respectivamente (CUNHA et al., 1991; CUNHA et al.,
1992; LORENZETTI et al., 2002).

Desse modo, a hipernocicepgdo pode ser induzida ndo s6 por um
estimulo hipernociceptivo (por exemplo LPS ou Cg), como também pela injecao
local de TNF-a IL-1 B e KC. Estabelecidos tempo e dose de tratamento, foi
observado que a F1,6BP é capaz de inibir a hipernocicepcdo mecénica 3 h
apos a administracao dessas substancias.

Para o estimulo carragenina, os camundongos foram tratados com
F1,6BP (100, 300 e 1000mg/Kg, i.p.) ou veiculo 15 minutos antes da injecao
intraplantar de Cg (100ug) ou veiculo (salina, 25uL). A hipernocicepcao
mecanica induzida pela Cg foi inibida (37% e 42%) pelas doses de 300 e
1000mg/Kg de maneira dose-dependente (Figura 6, painel A).

F1,6BP (300mg/Kg) também revelou-se capaz de inibir hipernocicepc¢ao
mecanica induzida por TNF-a (100pg) em 30%, IL-1 B (1ng) em 42% e KC
(40ng) em 25% (Figura 6, painéis B, C e D; respectivamente).
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Figura 6: F1,6BP inibe hipernocicepcao mecanica induzida por Cg, TNF-a, IL1-B e
KC. Painel A: Camundongos Swiss machos (25g) foram tratados com F1,6BP (doses de
100, 300 ou 1000 mg/Kg/i.p., 15min) ou com o respectivo veiculo (salina, 200uL) antes
do estimulo i.pl. com Cg (100 pg/25uL/pata) ou salina (25uL). Painel B: Camundongos
foram tratados com F1,6BP (doses de 300 mg/Kg/i.p., 15min) ou com o respectivo
veiculo antes do estimulo i.pl. com TNF-a (100 pg/25uL/pata) ou salina (25uL). Painel C:
Camundongos foram tratados com F1,6BP (doses de 300 mg/Kg/i.p., 15min) ou com o
respectivo veiculo antes do estimulo i.pl. com IL1-B (1 ng/25uL/pata) ou salina (25uL).
Painel D: Camundongos foram tratados com F1,6BP (doses de 300 mg/Kg/i.p., 15min)
ou com o respectivo veiculo antes do estimulo i.pl. com KC (40 ng/25uL/pata) ou salina
(25uL). O comportamento nociceptivo foi avaliado 3 h apds o estimulo hipernociceptivo.
*P < 0.05 comparado ao grupo salina, **P < 0.05 comparado ao grupo controle
veiculo/estimulo e *P < 0.05 comparado ao de 300 mg F1,6BP. ANOVA de uma via
seguido do teste t de Bonferroni.
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4.3 F1,6BP nao inibe producao de citocinas e a migracao celular

Uma propriedade de diversas citocinas é a capacidade de induzir sua
prépria produgdo ou a producdo de outras citocinas, por exemplo TNF-a
estimula a producédo de IL-1, e IL-1 induz a producdo de IL-1 (CUNHA et al.,
1992; DINARELLO et al, 1986; DINARELLO et al., 1987). Além disso, certas
citocinas, como TNF-a e IL-1 B, participam do processo de migragao
leucocitaria (FACCIOLI et al., 1990), e, em decorréncia disso, a inibicado de
producédo ou liberacdo desses mediadores pode culminar com uma reducéo da
migracao celular (CUNHA et al., 2008). Considerando que neutrofilos ativados
podem produzir e liberar citocinas pro-inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-1 3, KC
e mediadores finais como prostaglandinas (CONTI et al., 1988; KASAMA et al.,
2005; TOLONE et al., 1977), que sao essenciais para o desenvolvimento da
hipernocicepcao inflamatéria, é pertinente que a hipernocicepgdo possa, em
varios casos, estar relacionada com a migracao celular, logo a inibicdo da
migracao celular pode ser etapa importante da atividade anti-hipernociceptiva
de uma determinada substancia (VALERIO et al., 2007).

Nesse sentido muitos trabalhos demonstram atividades pré-inflamatoria
da migracao leucocitaria e, inclusive, sua relacdo com a inducdo processo
hipernociceptivo por alguns mediadores (LEVINE et al., 1984; BISGAARD &
KRISTENSEN, 1985; BENNETT et al.,, 1998). Em contraste a isso, existe
alguns trabalhos atribuindo aos neutréfilos a capacidade de limitar a
hipernocicepcao decorrente do processo inflamatério via producao de opidides
(BRACK et al., 2004), sugerindo que os neutréfilos sejam essenciais para uma
auto-limitagdo da hipernocicepcao inflamatoria. Além disso, existem evidéncias
de que esses eventos possam ocorrer de maneira independente, por exemplo
anti-inflamatérios nao-esteroidais nao interferem com a migracao leucocitaria,
embora possam inibir a formacdo de edema e dor (FERREIRA, 1972;
MONCADA, et al., 1973; LUKKARINEN et al., 2006; CANETTI et al., 2001;
BOMBINI et al., 2004; FORD-HUTCHINSON et al., 1984), enquanto
analgésicos periféricos, como dipirona, reduzem a dor inflamatéria sem afetar a
formacao de edema e a migracao leucocitaria (LORENZETTI & FERREIRA,
1985). Por conseguinte, é relevante a importancia da quantificacdo de
migracao leucocitaria para estudos relacionados a processos nociceptivos.



51

Soma-se a isso o fato de a F1,6BP apresentar em outros modelos
experimentais a capacidade de inibir a producédo de citocinas (LOPES et al.,
2006; CUESTA et al., 2006; YIN et al., 2008). Entdo, se a hipernocicepcao
induzida por Cg e citocinas (TNF-a, KC) dependem da producdo de citocinas
(CUNHA et al., 2005), foi avaliado se a F1,6BP poderia inibir a hipernocicepcao
por ocasionar uma suposta redug¢do na producao de citocinas e na migragcao
celular, a qual geralmente esta associada aos niveis de citocinas (FACCIOLI et
al., 1990).

As amostras de tecido plantar de animais tratados ou ndo com F1,6BP
foram coletadas 3 h apés a administracdo do estimulo Cg para a quantificacao
das citocinas por ELISA e da migracéo celular pelo ensaio de mieloperoxidase
(MPO). No entanto, F1,6BP nao alterou a producédo de TNF-a, KC e IL-1 3 no
tecido plantar (Figura 7, painéis A, B e C), tampouco a migracao leucocitaria
para a regiao desafiada (Figura 7, painel D).
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Figura 7: F1,6BP nao inibe a producao de citocinas e a migracao celular.
Camundongos Swiss machos (25g) foram tratados com F1,6BP (300 mg/Kg/i.p., 15min)
ou com o respectivo veiculo (salina, 200uL) antes da injegao i.pl. de salina, estimulo com
Cg (100 pg/25uL/pata) ou nenhum. As amostras de tecido plantar foram coletadas 3h
apos estimulo ou veiculo para a quantificacdo de citocinas — TNF-a (Painel A), KC
(Painel B) e IL-1 B (Painel C) - por ELISA. Painel D: Camundongos foram tratados com
F1,6BP (doses de 100, 300 ou 1000 mg/Kg/i.p., 15min) ou com o respectivo veiculo antes
do estimulo i.pl. com Cg (100ug/25ulL/pata), salina (25uL) ou nenhum estimulo. As
amostras de tecido plantar foram coletadas 3h ap6s estimulo ou veiculo para a
quantificacdo da migracado celular por MPO. *P < 0.05 comparado ao grupo salina.
ANOVA de uma via seguido do teste t de Bonferroni.
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4.4 F1,6BP inibe a hipernocicepcao mecanica induzida pelos mediadores
finais da cascata hipernociceptiva: PGE, e dopamina

A sensibilizacao dos receptores de dor € o denominador comum da dor
inflamatéria. Especificamente, a dor inflamatéria aguda é caracterizada por
hipernocicepgéo devido a sensibilizagdo dos neurdnios nociceptivos sensoriais
primarios. Apos injuria tecidual, sdo liberados mediadores primarios especificos
primarios que atuam sobre receptores metabotrépicos localizados na
membrana neuronal para provocar a ativacdo de segundos mensageiros.
Eicosandides e aminas simpaticas sdao os mais importantes mediadores
primarios finais responsaveis pela hipernocicepcao através da ativagdo de vias
de segundos mensageiros (AMP ciclico - AMPc, proteina quinase A - PKA e
proteina quinase C - PKC) responsaveis por reduzir o limiar nociceptivo e
aumentar a excitabilidade da membrana neuronal. Nesse estado, a ativacao do
nociceptor e a transmissao do impulso pelo neurénio nociceptivo primario sdo
facilitadas (FERREIRA & NAKAMURA, 1979; NAKAMURA & FERREIRA,
1987; KHASAR et al., 1999; TAIWO et al., 1989; CODERRE, 1992; HINGTGEN
et al.,, 1995; GOLD et al., 1996; MALMBERG, 1997; LYNN & O'SHEA, 1998;
CUNHA et al., 1999; SOUZA et al., 2002).

Nesse contexto, a frutose-1,6-difosfato inibe a hipernocicepgao
mecanica induzida pela carragenina (100 pg/25ul/pata), induzida pelas
citocinas intermediarias da cascata hipernociceptiva TNF-a (100 pg/25uL/pata)
e IL1-B (1 ng/25uL/pata) e pela quimiocina KC (40 ng/25uL/pata) sem, contudo,
inibir a produgéo das citocinas integrantes dessa via. Diante disso, investigou-
se a atividade da F1,6BP sobre os mediadores finais da cascata
hipernociceptiva, isto é, se a F1,6BP tem atividade anti-hipernociceptiva sobre
os mediadores primarios finais da cascata hipernociceptiva PGE, e dopamina
que ativam diretamente o nociceptor.

F1,6BP demonstrou-se capaz de inibir, também, a hipernocicepgao
mecanica induzida pelos mediadores finais PGE, e dopamina, uma amina
simpatica. O tratamento prévio de 15 minutos com F1,6BP (300mg/Kg, i.p.)
inibiu a hipernocicepgcao mecanica induzida pela PGE (30ug) e pela dopamina

(10ug) na 3 h em 30% e 44%, respectivamente (Figura 8, painéis A e B).
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Figura 8: F1,6BP inibe a hipernocicepcao mecanica induzida pelos mediadores
finais: PGE, e dopamina. Painel A: Camundongos Swiss machos (25g) foram
tratados com F1,6BP (300 mg/Kg/i.p., 15min) ou com o respectivo veiculo (salina,
200uL) antes do estimulo i.pl. com PGE: (30 ug/25uL/pata) ou salina (25uL). Painel
B: Camundongos foram tratados com F1,6BP (300 mg/Kg/i.p., 15min) ou com o
respectivo veiculo antes do estimulo i.pl. com dopamina (10 pug/25uL/pata) ou salina
(25uL). O comportamento nociceptivo foi avaliado 3 h apdés o estimulo
hipernociceptivo. *P < 0.05 comparado ao grupo salina e **P < 0.05 comparado ao
grupo controle veiculo/estimulo. ANOVA de uma via seguido do teste t de
Bonferroni.
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4.5 Adenosina inibe hipernocicepcao induzida pela Cg, PGE; e dopamina
de maneira semelhante a F1,6BP

A carragenina (Cg) induz hipernocicepcdo ao estimular células
residentes ou migrantes a produzirem uma cascata citocinas que culmina com
a sintese de prostaglandinas e liberacdo de aminas simpaticas (CUNHA et al.,
1991; CUNHA et al, 1992; LORENZETTI et al.,, 2002), as quais sao
responsaveis pela hipernocicepcao através da ativacdo de vias de segundos
mensageiros (AMPc, proteina quinase A, e PKC) responsaveis por reduzir o
limiar nociceptivo e aumentar a excitabilidade da membrana neuronal
(KHASAR et al., 1999; TAIWO et al., 1989; CODERRE, 1992; HINGTGEN et
al., 1995; MALMBERG, 1997; LYNN & O'SHEA, 1998; CUNHA et al., 1999;
SOUZA et al., 2002).

Diversos estudos revelam um efeito antinociceptivo decorrente da
ativagcéo de receptores A de adenosina em virtude da inibigcdo da atividade da
enzima adenilato-ciclase. Essa inibicdo da adenilato-ciclase diminui a producéo
de adenosina-3’-5’-monofosfato ciclico (AMPc), a qual encontra-se elevada
perante a hipernocicepcao devido ao fato de o AMPc ser um segundo
mensageiro que atua na redugdo do limiar nociceptivo € no aumento da
excitabilidade da membrana neuronal (SOSNOWSKI et al., 1989; KARLSTEN
et al.,, 1991; TAIWO & LEVINE, 1991; KARLSTEN & GORDH, 1995; KHASAR
et al.,1995; SAWYNOK et al., 1998). Em um estudo interessante Malhotra e
colaboradores (2000) aplicando o teste de retirada da cauda (Tail Flick test)
relacionaram a ativagao de receptores A; de adenosina pela adenosina e por
agonistas seletivos a uma atividade anti-hipernociceptiva decorrente da
interacdo entre o sistema adenosinérgico e o sistema dopaminérgico.

Por conseguinte, investigou-se a capacidade de a adenosina inibir a
hipernocicepgdo mecéanica induzida pelo estimulo com carragenina e pelos
mediadores finais da cascata hipernociceptica PGE, e dopamina no modelo de
pressao crescente na pata com o uso do filamento de Von Frey. E assim como
a F1,6BP, a adenosina também ¢é capaz de inibir a hipernocicep¢cao mecanica
no modelo de pressao crescente na pata de camundongos aferida com o uso

do filamento de Von Frey.
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Os presentes experimentos investigaram se a adenosina (Ado) poderia
apresentar atividade anti-hipernociceptiva semelhante as encontradas para a
frutose-1,6-difosfato (F1,6BP) no presente modelo. De fato, o pré-tratamento
com Ado (100 mg/Kg, i.p., 15 minutos) revelou resposta similar a obtida com a
F1,6BP, na qual a hipernocicep¢ao induzida pela Cg foi inibida de maneira
dose-dependente (100 ug/pata, Figura 9, painel A, 35% e 41%). Além disso, a
adenosina também demonstrou-se capaz de inibir parcialmente a
hipernocicepc¢ao induzida pelos mediadores finais PGE> (30 ug/pata, Figura 9,

painel B, 43%) e dopamina (10 ug/pata, Figura 9, painel C, 39%) na 3 h.
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Figura 9: Adenosina inibe hipernocicepcao induzida pela Cg, PGE. e
dopamina de maneira semelhante a F1,6BP. Painel A: Camundongos Swiss
machos (25¢g) foram tratados com Ado (doses de 30, 100 ou 300 mg/Kg/i.p.,
15min) ou com o respectivo veiculo (salina, 200uL) antes do estimulo i.pl. com Cg
(100 pg/25ulL/pata) ou salina (25uL). Painel B: Camundongos tratados com Ado
(100 mg/Kg/i.p., 15min) ou veiculo antes do estimulo i.pl. com PGE, (30
ug/25ul/pata) ou salina (25uL). Painel C: Camundongos tratados com Ado (100
mg/Kg/i.p.,15min) ou veiculo antes do estimulo i.pl. com dopamina (10
ug/25ul/pata) ou salina (25uL). Painéis A’, B’ e C’: Atividade da F,16BP
equivalente a Ado (descritos anteriormente). O comportamento nociceptivo foi
avaliado 3 h apés o estimulo hipernociceptivo. *P < 0.05 comparado ao grupo
salina e **P < 0.05 comparado ao grupo controle veiculo/estimulo. *P < 0.05
comparado ao de 300 mg/kg F1,6BP ou 100mg/Kg Ado. ANOVA de uma via
seguido do teste t de Bonferroni.



58

4.6 A atividade anti-hipernociceptiva da F1,6BP e da adenosina é revertida
por antagonista seletivo para receptores A; de adenosina.

Diversos analogos de adenosina apresentam atividade anti-
hipernociceptiva sobre varios modelos animais de dor (SAWYNOK et al., 1998).
Essa atividade muitas vezes € associada a ativacdo de receptores A; de
adenosina (TAIWO & LEVINE, 1991; KHASAR et al.,1995; MALHOTRA et al.,
2000) e pode ser revertida pela administragcdo de antagonistas seletivos para
esse receptor (BOREA et al., 1996; BASTIA et al., 2002). Especificamente, o
antagonista seletivo para receptores A; de adenosina DPCPX tem sido
reportado na literatura por diversos autores como uma droga eficiente para
reverter a atividade anti-hipernociceptiva decorrente da ativagcao de receptores
A de adenosina por agonistas seletivos ou mesmo pela adenosina (DA SILVA
TORRES et al., 2003; KHANDWALA et al., 1998; MAIONE et al., 2007; PAN et
al., 2001).

Pelo exposto, o estudo voltou-se entdo para o possivel envolvimento de
adenosina na atividade farmacoldgica desempenhada pela F1,6BP. Entao, foi
averiguado se o DPCPX, um antagonista seletivo de receptors A; de
adenosina, seria capaz de reverter o efeito da F1,6BP e da prépria adenosina
sobre a hipernocicepcdo mecanica no modelo de pressao crescente na pata de
camundongos com o uso do filamento de Von Frey. Para esse fim, os
camundongos sistemicamente foram tratados com injecdo intraperitonial de
DPCPX nas doses de 3, 10 e 30 mg/Kg 15 minutos antes da administracao de
F1,6BP na dose de 300mg/Kg ou Ado na dose 100mg/Kg. Apds 15 minutos os
animais receberam injecao intraplantar de Cg (100ug).

A hipernocicepgao mecanica avaliada na 3h apdés a injecao do estimulo
apontou novamente atividade da F1,6BP e adenosina sobre a hipernocicepcao
induzida pela Cg, sendo que o DPCPX (doses de 10 e 30 mg/kg) preveniram
tal efeito (Figura 10, painel A e B).
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Figura 10: A atividade anti-hipernociceptiva da F1,6BP e da adenosina é
revertida por antagonista seletivo para receptores A; de adenosina. Painel
A: Camundongos Swiss machos (25g) receberam tratamento sistémico (i.p.)
com o respectivo veiculo (0,5% tween80 em salina) ou DPCPX (doses de 3 —
30 mg/Kg/30min), e com F1,6BP (300 mg/Kg/i.p., 15min) ou com o respectivo
veiculo (salina, 200uL) antes do estimulo i.pl. com Cg (100 pg/25uL/pata) ou
salina (25uL). Painel B: Camundongos Swiss machos (25g) receberam
tratamento sistémico (i.p.) com o respectivo veiculo (0,5% tween80 em salina)
ou DPCPX (doses de 3 — 30 mg/Kg/30min), e com Ado (100 mg/Kg/i.p., 15min)
ou com o respectivo veiculo (salina, 200uL) antes do estimulo i.pl. com Cg (100
ug/25ul/pata) ou salina. *P < 0.05 comparado ao grupo salina e **P < 0.05
comparado ao grupo controle veiculo/estimulo. *P < 0.05 comparado ao de 300
mg/kg F1,6BP ou 100mg/Kg Ado. ANOVA de uma via seguido do teste t de
Bonferroni.
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4.7 A atividade anti-hipernociceptiva da F1,6BP e da adenosina é
dependente da ativacao de receptores A; de adenosina.

Apébs determinar que a atividade anti-hipernociceptiva da F1,6BP e da
adenosina envolve a ativacdo de receptores A; de adenosina, devido a
reversdo de seus efeitos pela administracdo prévia do antagonista seletivo para
receptores A; de adenosina DPCPX, outros grupos experimentais também
receberam pré-tratamento com DPCPX, no entanto esses animais foram
submetidos a injecao local (i.pl.) desse antagonista de receptores A; de
adenosina nas doses de 0,3; 1 e 3 ug/pata 15 minutos antes da administracéo
de F1,6BP (300mg/Kg, i.p.) ou Ado (100mg/Kg, i.p.). Quinze minutos depois, 0s
animais receberam injecdo i.pl. com os mediadores finais hipernociceptivos
PGE, (30ng) ou dopamina (10ug) e, novamente, F1,6BP e adenosina inibiram
a hipernocicepcao e o DPCPX reverteu-a parcialmente na dose de 1 ug e
totalmente na dose de 3 ug (Figura 11, painéis A, B, C e D, respectivamente).

Os grupos tratados apenas com o veiculo e os estimulos nociceptivos
ndo exibiram qualquer atividade inibitéria, excluindo a possibilidade de o
veiculo possuir efeito farmacolégico. Além disso, o grupo tratado apenas com
DPCPX e PGE. ou dopamina apresentou intensidade de hipernocicepcao
equivalente a do grupo tratado apenas com os veiculos e PGE, ou dopamina, o
que demonstra que o DPCPX é responsavel por qualquer reducao na indugao
da atividade hipernociceptiva.

Para comprovar que o DPCPX nao influenciaria os resultados por uma
suposta atividade pro-nociceptiva prépria, houve grupos de animais (resultado
nao exibido) que receberam injecao intraplantar com esse composto para
afericdo da linha de base 3h e 30min ap6s sua administracdo. E a nao
constatacdo de alteracbes da linha de base exclui possiveis duvidas com
relacdo aos resultados que apontam a reversdao da atividade anti-
hipernociceptiva da F1,6BP via adenosina.
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Figura 11: A atividade anti-hipernociceptiva do da F1,6BP e da adenosina é
dependente da ativacao de receptores A; de adenosina. Painéis A e B:
Camundongos receberam tratamento local (i.pl.) com o respectivo veiculo (0,5%
tween80 em salina) ou DPCPX (doses de 0.3 — 3 mg/Kg/30min), e com F1,6BP (300
mg/Kg/i.p., 15min, Painel A), Ado (100 mg/Kg/i.p., 15min, Painel B) ou com o
respectivo veiculo (salina, 200uL) antes do estimulo i.pl. com PGE; (30 pg/25ulL/pata)
ou salina (25uL). Paineis C e D: Camundongos receberam tratamento local (i.pl.) com
o respectivo veiculo (0,5% tween80 em salina) ou DPCPX (doses de 0.3 — 3
mg/Kg/30min), e com F1,6BP (300 mg/Kg/i.p., 15min, Painel C), Ado (100 mg/Kg/i.p.,
15min, Painel D) ou com o respectivo veiculo (salina, 200uL) antes do estimulo i.pl.
com dopamina (10 png/25uL/pata) ou salina (25uL). *P < 0.05 comparado ao grupo
salina e **P < 0.05 comparado ao grupo controle veiculo/estimulo. *P < 0.05
comparado ao grupo (**). #P < 0.05 comparado ao grupo (#). ANOVA de uma via
seguido do teste t de Bonferroni.
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4.8 Validacao da metodologia analitica

4.8.1 Procedimento para obtencao de amostras

A técnica desenvolvida inicia com a correta anestesia dos animais (em
jejum de 12h) através da combinacdo anestésica quetamina - xilasina para a
colheita de material. Devido a necessidade de uma quantidade relativamente
grande de sangue, a colheita por meio de puncao cardiaca revelou-se
pertinente por ser uma técnica eficaz e confiavel para essa finalidade. Nesse
processo, o sangue recolhido em seringas de 1 mL previamente heparinizadas
e transferido para tubos de vidro acondicionados em gelo.

Cada tubo recebe sangue colhido de 3 animais e é rapidamente levado a
centrifuga para separacao do plasma com centrifugacao das amostras a 3000
rom durante 15 minutos. As amostras de plasma sdo, entdo, separadas dos
elementos figurados, transferidas individualmente a outros tubos e conservadas
em gelo até proxima etapa da metodologia analitica em questdo. Nessa etapa
podem ser adicionados (quando necessarios) os padrdes de adenosina e
teofilina (padrao interno). Assim, o plasma separado passa por um processo de
precipitacao protéica no qual se adiciona 1 mL de acetonitrila para cada 0,5 mL
de plasma com agitacdo de 2 minutos em agitador de tubos. Em seguida os
tubos sao centrifugados a 3000 rpm durante 5 minutos e os sobrenadantes sao
transferidos individualmente a outros tubos.

Apés essa etapa, o sobrenadante é levado a secagem, podendo, nesse
estagio, ser acondicionado em freezer -20°C para posterior analise. Em
seguida o solvente é evaporado sob fluxo de ar, e a amostra seca é re-
suspendida em 100 pL de fase mével. A essa solugéo € adicionado 100 uL de
hexano e, entdo, a amostra € submetida a agitacdo (30s) e centrifugacéo (5
minutos, 3000 rpm). O hexano adicionado atua na remocao de proteinas que
nao se precipitaram no estagio anterior, tornando o cromatograma mais “limpo”,
isto €, com menos picos despraziveis. Assim, o tubo apresentara duas fases:
uma hidrofébica (hexano + proteinas) localizada acima da porcéao hidrofilica
(fase mével + analito) apta a injecdo no aparelho de CLAE (Figura 12).
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Figura 12: Fluxograma do procedimento para obtencdo de amostras, da
manipulacao animal ao cromatograma.
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4.8.2 Ajuste das condicoes cromatograficas

Precede o processo de validacdo de uma metodologia analitica a busca
por adequadas condicdes experimentais. Testes preliminares foram realizados
para a escolha de coluna, fase mdvel, solventes e padrao interno ideais para a
referida metodologia. Nesse processo foram os parametros mais pertinentes

encontrados:

e (Coluna: C-18.

e Fase moével: 0,5% de acetonitrila, 5% de metanol e 94,5% de tampao
fosfato de sédio 0,25M pH 6,5.

e Fluxo: 1,0 mL/min.

e A =254nm.

e Auxiliar range = 1.

e Atenuagéo: 4.

e Padrao interno: teofilina.

Com essa combinacao foi possivel separar o pico referente a adenosina
do pico referente ao padrdo interno teofilina (Figura 13, painel A).
Especificamente encontrou-se que o pico referente a adenosina possui um
tempo de retengdo em torno de 12 minutos e o referente a teofilina em torno de
22 minutos, sendo a distancia entre eles de 10 minutos. Além disso, também foi
possivel separar o pico referente a adenosina e o pico referente ao padrao
interno teofilina (ambas adicionadas a plasma de animais n&o tratados) dos
demais picos de substancias presentes no plasma (Figura 13, painel B).
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Figura 13: Cromatogramas apo6s determinacoes das condicoes
cromatograficas. Painel A: Cromatograma pertencente a curva seca exibindo
os picos referentes a adenosina (1) e teofilina (2). Painel B: Cromatograma
pertencente a curva extraida, apresentando os picos plasmaticos (< 11 min), o
pico referente a adenosina (1) e o referente a teofilina (2).
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4.8.3 Linearidade e Curva de Calibracao

A linearidade corresponde a capacidade de o método fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracéo da substancia em analise,
dentro de uma determinada faixa (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION OF TECHNICAL. REQUIREMENTS FOR REGISTRATION
OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 1996; SWARTZ; KRULL, 1998).
Segundo as normas do Center for Drug Evaluation and Research (FDA, 1998)
aceita-se valores de r? maiores que 0,95, contudo em nossos ensaios foram

consideradas lineares, curvas com r? maior que 0,98 (CHASIN et al., 1998),

A equacdo de regressao linear e o coeficiente de determinacéo r? (Figura 14,
painel A) obtidos para a linearidade foram:
y = 1,02 x — 0,0222; r* = 0,9999.

A curva de calibracao define, adequadamente, a relagao que existe entre
as concentracbes das amostras analisadas e a resposta obtida pelo
equipamento. Embora somente dois pontos definam uma reta, na pratica as
linhas devem ser definidas por no minimo 5 pontos que nao incluam o ponto
zero na curva, devido aos possiveis erros associados (RIBANI et al., 2004).

As concentracbes dos padroes foram escolhidas com base nas
concentracdes esperadas no estudo a ser realizado. Em seguida foi realizada a
curva de calibracéo para o célculo das equacdes de regressao linear (y = ax +

b) e os coeficientes de determinacao (r?) para as curvas seca e extraida.

A equacdo de regressao linear e o coeficiente de determinacdo r? (Figura 14,
painel B) obtidos para a curva seca foram:
y =1,1172 x - 0,0047; r* = 0,999.

Para a curva de calibracdo a equacao de regressao linear e o coeficiente de
determinacéo r? (Figura 14, painel C) encontrados foram:
y = 1,029 x — 0,0068; r* = 0,9917.
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Figura 14: Painel A: Linearidade, exibindo equagéo de regressao linear (y =
ax + b) e seu respectivo coeficientes de determinagdo (r?). Painel B: Curva
Seca, exibindo equacdo de regressao linear (y = ax + b) e seu respectivo
coeficientes de determinacgdo (r?). Painel C: Curva de Calibragdo, exibindo
equacgao de re%resséo linear (y = ax + b) e seu respectivo coeficientes de
determinagao (r°).
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4.8.4 Precisao e Exatidao

A precisdo representa o grau de dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padroes, sob condi¢cdes definidas (LANCAS, 2004).

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
obtidos e um valor aceito como verdadeiro ou referéncia (SWARTZ; KRULL,

1998), sendo melhor expresso como porcentagem de erro sistematico.

Concentracao Concentracao Precisao Exatidao

real obtida (ug/mL) (CV, %) (% de erro)

Intra dia (n=10)

0,2 pg/mL plasma 0,192 5,91 4
0,8 ug/mL plasma 0,758 6,11 5,25
1,6 ug/mL plasma 1,579 2,45 1,31

Inter dia (n=5)

0,2 pg/mL plasma 0,19 10,52 5
0,8 pg/mL plasma 0,738 7,98 7,75
1,6 ug/mL plasma 1,568 2,93 2

Tabela 01: Precisao e exatidao para a validacao da metodologia analitica.



4.8.5 Recuperacao

A recuperacdao € definida como a propor¢cdo da quantidade da
substancia de interesse, presente ou adicionada na porcao analitica do material
teste, que é extraida e passivel de ser quantificada. A recuperagdo mede a
eficiéncia do procedimento de extracdo de um método analitico dentro de um

limite de variacdo (LANCAS, 2004).

Concentracao plasmatica

Recuperacao Absoluta

(ng/mL) (%)
0,2 84,4
0,4 88,5
0.8 85,8
1,6 96,0
2,0 87,2

Recuperacao média: 88,4 %

Tabela 02: Recuperacao determinada para validagcdo da metodologia analitica.
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4.8.6 Limite de quantificacao

O limite inferior de quantificacdo ou simplesmente limite de quantificacdo
(LQ) representa a menor concentracdo do analito que pode ser detectada com
um certo limite de confiabilidade utilizando-se um determinado procedimento
experimental (SWARTZ; KRULL, 1998).

LQ = 0,1 mcrg/ml

y = 1,0562 x — 0,0383; r* = 0,9925

Curva de calibracao
1,8
i 1,6
g Y= 1,(2)562x - 0,0383 _—
| R?=0,9925 s
- :
TE p—=
1 E 0,8 /
g B 0,6 /
0,4 /
E 0,2 /
[0} 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
[Ado] mcrg/ml

Curva de calibracao (Figura 14, painel C) acrescentada do ponto referente ao
limite de quantificagéo (0,1 mcrg/ml), e a influéncia deste sobre o coeficiente de
correlacéo linear (r°).

4.8.7 Limite de deteccao

O limite de deteccao (LD) representa a menor concentracdo do analito
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando-se
de um determinado método analitico. O LD para a metodologia em questao
obtido pelo método visual foi de 0,05 mcrg/ml, ja que a amostra injetada nesta
concentracao revelou um pico referente a adenosina, cujo sinal, embora

reconhecido pelo detector, ndo fora quantificado pelo integrador.

LD = 0,05 mcrg/ml
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4.8.8 Especificidade

A especificidade pode ser definida como a habilidade de o método
distinguir o analito de todas as outras substancias presentes na amostra. Isto
pode ser estabelecido pela comparacao do tempo de retencdao cromatografico
do analito com outras substancias.

O tempo de retencdo obtido para a adenosina foi suficientemente
diferente dos tempos de retencao de outros constituintes do plasma, permitindo
uma especificidade adequada para a quantificacdo do analito.

4.8.9 Estabilidade

As determinacgdes de estabilidade devem utilizar amostras preparadas a
partir de uma solugado estoque recente da substancia em anélise, adicionada a
uma matriz biolégica isenta de interferéncia. Nesse caso, para os estudos de
estabilidade, brancos de plasma foram adicionados de solugbes padrdo para
obtencdo de amostras com concentracdes de 0,2 a 6,0 yg/mL de adenosina e
4 ug/mL de teofilina.

Essas amostras foram armazenadas a -20°C até a andlise, na qual as
aliquotas foram analisadas durante sete dias consecutivos, a cada quinzena,
durante duas quinzenas consecutivas e a cada més, durante trés meses
consecutivos.

Durante esse periodo nao foi observada qualquer variacao significativa
na concentracdo das substdncias analisadas que sugerisse uma possivel

degradacao de analito.
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4.9 F1,6BP eleva concentracao plasmatica de adenosina

A quantificacao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tém
sido adotada para diversas analises por ser uma metodologia bastante versatil
e pratica, uma vez que pode ser totalmente automatizada. Ela possui a
capacidade de realizar separacdes e andlises quantitativas de uma grande
guantidade de compostos presentes em diversos tipos de amostras, em escala
de tempo de poucos minutos, com alta resolucao, eficiéncia e sensibilidade
(GUIMARAES et al., 1997). Um exemplo de aplicacdo constantemente
reportado na literatura para a cromatografia liquida de alta eficiéncia é a
separacdo e deteccdo de analitos presentes em amostras de plasma
(BOMPADRE et al, 2008; SOYINKA, ONYEJl, OMORUYI, 2008;
POZHARITSKAYA et al., 2008; PARONI et al.2009 ).

Andlises quantitativas em cromatografia liquida de alta eficiéncia
permitiram concluir que a F1,6BP é capaz de interferir com a concentragéao
plasmatica de adenosina, aumentando-a. Suportam essa teoria o0s
cromatogramas apresentados na Figura 15 e os graficos apresentados na
Figura 16. No painel A (Figura 15) um cromatograma de amostra de plasma de
animais ndo tratados com F1,6BP ou Ado, mas adicionado de padrdo interno
teofilina, revela o tempo de retencao da teofilina (2) e a presenga endbégena
normal de adenosina plasmatica (1).

Adjacente a isso, o painel B (Figura 15) revela os picos de uma amostra
de plasma oriunda de animais que ndo foram submetidos a qualquer forma de
tratamento, mas cujo plasma foi adicionado dos padrdes internos de adenosina
(1) e teofilina (2). O painel C (Figura 15) apresenta cromatograma de plasma
de animais tratados com Ado (100 mg/Kg, i.p) e adicionado de padréo interno
teofilina, revelando uma elevacao significativa da quantidade de adenosina no
sangue. O painel D (Figura 15) apresenta cromatograma de plasma de animais
tratados com F1,6BP (300 mg/Kg, i.p) e adicionado de padréo interno teofilina,
e a presenga do pico referente a adenosina significativamente maior em
relacdo aquele em plasmas de animais que nao receberam tratamentos com
esse composto, sugere que a F1,6BP é capaz de elevar a concentracao
plasmatica do nucleosideo adenosina.
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Para confirmar essa hip6tese, entdo, a andlise dos cromatogramas
permitiu aferir esse possivel aumento da concentracdo plasmatica de
adenosina 2 e 3 h apés tanto a administragédo de adenosina (100 mg/Kg, i.p.;
Figura 16, painel A), quanto a administracdo de F1,6BP (300 mg/Kg, i.p.; Figura
16, painel B). A administracdo de adenosina elevou sua concentracao
plasmatica em aproximadamente 155% e 124% na 2 h e 3 h, respectivamente,
apoés a injecdo. Enquanto a administragdo de F1,6BP promoveu um acréscimo
na concentragdo plasmatica de adenosina respectivamente de
aproximadamente 54% e 48%, na2 he 3 h.

Por conseguinte, as concentracdoes encontradas foram de 0,98+ 0,04 uM
para animais tratados com o veiculo (salina), 1,37 + 0,21 uM para animais
tratados com F1,6BP e 1,35 £ 0,17 uM para animais tratados com adenosina 2
h antes do procedimento experimental. Para os grupos experimentais cujo
material foi colhido 3 h apés a administracdo de F1,6BP ou adenosina, a
concentracdo plasmatica de adenosina obtida foi, respectivamente de 2,25 *
0,75 uM e 2,11 £ 0,47 pM.
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Figura 15: F1,6BP eleva concentracao plasmatica de adenosina. Painel A:
Cromatograma de plasma de animais ndo tratados com F1,6BP ou Ado. Painel
B: Cromatograma de plasma de animais nao tratados com F1,6BP ou Ado,
mas contaminado com Ado. Painel C: Cromatograma de plasma de animais
tratados com Ado. Painel D: Cromatograma de plasma de animais tratados
com F1,6BP. Amostras de todos os grupos receberam adicdo do padrao
interno teofilina. Pico 1 referente a adenosina (endégena ou adicionada ao
plasma como padréo) e pico 2 referente a teofilina (adicionada a amostra de
plasma como padrao interno).
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Figura 16: Concentracao plasmatica de adenosina. Painel A: Camundongos foram
tratados com Ado (100 mg/Kg, i.p) ou com o respectivo veiculo (salina, 200uL) e
submetidos a procedimento experimental para a obtencédo de plasma 2 ou 3 h apés o
tratamento. Painel B: Camundongos foram tratados com F1,6BP (300 mg/Kg, i.p) ou com
0 respectivo veiculo (salina, 200uL) e submetidos a procedimento experimental para a
obtencdo de plasma 2 ou 3 h apéds o tratamento. *P < 0.05 comparado ao grupo salina.
ANOVA de uma via seguido do teste t de Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

D-Frutose-1,6-Difosfato € um intermediario da glicélise altamente
energético que possui varios efeitos farmacolégicos. Hardin et al. (2001)
salientaram que embora a F1,6BP seja permanentemente reportada em
trabalhos cientificos como um promissor agente terapéutico em diversas
patologias, pouco tem sido feito para elucidar seu mecanismo de agdo. Para
justificar as atividades da F1,6BP reportadas em diferentes areas, varias
propostas envolvendo alteracdes no transito de ions tém sido descritas.

Por exemplo, em um dos primeiros estudos realizados com a F1,6BP
Galzigna & Rigobello (1986) propuseram que a F1,6BP agiria como uma
“estabilizadora de membrana” capaz de interferir com a entrada de Ca?*,
enquanto em outra linha de pesquisa CATTANI et al. (1984) sugeriram que a
F1,6BP favoreceria a captagdo de K* em musculo cardiaco e liberagdo de H*
nos eritrocitos. Desde entdo, tém sido descrito que a F1,6BP ao interagir
diretamente com a membrana celular modifica a sua permeabilidade a ions,
ocasionando um fluxo i6nico direto que culminaria com diferentes efeitos
celulares (CATTANI et al., 1980; CHLOUVERAKIS, 1968; HASSINEN et al.,
1991). Nao obstante essas propostas serem suficientes para endossar tais
trabalhos, é pertinente questiona-las no sentido de sugerir que tais alteragdes
na permeabilidade celular a ions como Ca?* e K*, por exemplo, possa ocorrer
via ativagcdo mecanismos celulares ja existentes, como via abertura de canais
ibnicos em decorréncia da ativacao direta ou indireta de receptores, ao invés
de uma suposta interagdo estabilizadora pouco fundamentada da F1,6BP com
a membrana celular.

Por ndo haver qualquer relato na literatura de que a F1,6BP possa atuar
diretamente sobre algum receptor préprio na superficie celular ou mesmo sobre
receptores de alguma molécula sinalizadora, durante varios anos muitas
publicacdes justificaram as atividades da F1,6BP debatendo a capacidade de
certos acucares fosfatados serem capazes de cruzar a membrana celular, na
quais alguns autores desafiaram essa teoria (CATTANI et al., 1980; EDDY et
al., 1981). Recentemente, EHRINGER et. al, (2000) demonstraram que apesar
da presenca de dois grupos fosfato em sua estrutura, a F1,6BP possui

capacidade de atravessar membranas celulares inclusive de maneira dose-
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dependente, corroborando varios autores e finalizando uma polémica de
décadas atras (HARDIN, ROBERTS, 1994; LAZZARINO et al., 1984).

Dentre os estudos, foi demonstrado, também, que a F1,6BP é capaz de
aumentar a producdo de ATP (ANTUNES et al., 2006), evidenciando sua
capacidade de atingir o citosol em quantidade suficiente para interferir com a
via glicolitica (ANTUNES et al., 2006; GREGORY et aL., 1990; HASSINEN et
al., 1991; LAZZARINO et al., 1984; NUUTINEN et al., 1991). Em vista disso,
quando a F1,6BP entrar na célula a via glicolitica nao podera ser eficazmente
regulada porque a F1,6BP situa-se nesta cadeia reacional apds as enzimas
hexoquinase e fosfofrutoquinase - pontos de regulacdo da via - e antes da
piruvato quinase sobre a qual a F1,6BP atua como ativador alostérico (BAILEY;
STIRPE; TAYLOR, 1968; IRVING; WILLIAMS, 1973; TAYLOR, BAILEY, 1967).
Sustentam essa teoria, ainda, os diversos experimentos que demonstram nao
s6é em condi¢des de privacdo de oxigénio, mas também em normdxia que a
F1,6BP é significativamente mais metabolizada frente a outros substratos como
frutose ou glicose (HARDIN, ROBERTS, 1994 ; TAVAZZI et al., 1992).

Em condicbes nas quais ha déficit de ATP (p.ex. isquemia, hipdxia ou
inflamacdo) o ATP é defosforilado a ADP e entdo a AMP, sendo o AMP
degradado a adenosina para a partir desta gerar os produtos de degradacao de
nucleotideos (BOROWIEC et al., 2006; HASKO & CRONSTEIN, 2004).
Especificamente, o excesso de adenosina é eliminado pela via: adenosina >
inosina - hipoxantina = xantina - acido drico, o qual é excretado na urina
(BOROWIEC et al., 2006). Assim, todos esses produtos do catabolismo de
AMP, inclusive a adenosina, sdo encontrados em concentragdes acima do
normal em condicdes nas quais ha uma producdo menor de ATP do que a
necessaria. E nessas condicbes o tratamento de animais com F1,6BP
demonstrou-se capaz de prevenir a redugcao dos niveis ATP (deslocamento do
equilibrio ATP/ADP/AMP é deslocado no sentido anabdlico) e,
consequentemente, manter todos os produtos do catabolismo de AMP em
niveis normais, excecao feita a adenosina cuja quantidade encontrada para os
animais tratados com F16BP é muito acima da concentracdo encontrada em
animais ndo submetidos a qualquer tratamento ou daquela quantidade elevada
encontrada para os animais que foram submetidos as mesmas condicoes

isquémicas porém receberam placebo (SOLA et al., 2004).
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Adjacente a isso, Domanski et al. (2006) demonstraram que € possivel
elevar a concentracdo dos nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) em
animais em condi¢des de normédxia submetidos a tratamento com trimetazidina,
uma droga que sabidamente é capaz de elevar a producao de ATP (CATROUX
et al., 1990; HAUET et al.,1998). Além disso, um fato relevante € que Domanski
et al. (2006) com o wuso da trimetazidina apresentaram resultados
extremamente semelhantes aos resultados apresentados por Sola et al. (2004)
com o uso da F1,6BP (outra droga que sabidamente tém a capacidade de
elevar a producao de ATP) no qual esse aumento da producdo de ATP é
acompanhado por uma reducao da concentracdo dos produtos de degradacgao
de nucleotideos como inosina, hipoxantina, xantina e 4cido Urico, excecao feita,
novamente, a adenosina cuja concentracdo encontrou-se extremamente
elevada. Por conseguinte é pertinente sugerir que a F1,6BP possui um efeito
equivalente ao proposto por Domanski et al (2006) em que o aumento da
concentragdo de adenosina pode ser resultado do aumento da sintese dos
nucleotideos de adenina ou pela inibicdo da degradacdo de adenosina em
inosina, justificando tanto o0 aumento na quantidade de adenosina, quanto a
reducao da quantidade dos produtos de degradacao de nucleotideos.

Kaiping Xu e Janet L. Stringer (2008) publicaram resultados endossando
Rigobello e Galzigna (1982) em que rins e figado sdo apontados como 0s
principais 6rgaos metabolizadores de F1,6BP, logo ndo é surpreendente que a
maioria das atividades descritas na literatura para a F1,6BP envolvam esses
tecidos (ANTUNES et al., 2006; CUESTA et al., 2006; DIDLAKE et al., 1989; LI,
WANG, SHI,1994; LOGUERCIO et al., 1996; MIHAS et al., 2003; MORESCO et
al., 2004; NAKAI et al., 1991; SANO et al., 1995). Corroborando isso, esses sao
0s O0rgdos em que ha maior expressdo da enzima Frutose-1,6-Difosfatase
(FBPase), responsavel pela conversao da Frutose-1,6-difosfato em Frutose-6-
fosfato (F6P) para a gliconeogénese. A gliconeogénese emprega a maior parte
das mesmas enzimas que agem na glicélise, mas ela nao é simplesmente o
reverso desta via. Sete das reacdes glicoliticas sao livremente reversiveis e as
enzimas que catalisam cada uma destas reagbes também funcionam na
gliconeogénese. Trés reacbes da glicdlise sdo tdo exergbnicas que sao
essencialmente irreversiveis: sao aquelas catalisadas pela hexoquinase,

fosfofrutoquinase-1 e piruvato quinase. A gliconeogénese emprega desvios ao
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redor de cada um desses passos irreversiveis. Entdo, é coerente supor que
além de ser metabolizada pela piruvato quinase para a producao de ATP como
descrito anteriormente, a F1,6BP injetada no animal possa, principalmente em
figado e rins, ser também metabolizada pela FBPase (desvio da
gliconeogénese ao redor da piruvato quinase) para a producado de glicose e
subsequiente armazenamento sob a forma de glicogénio. Nessa via a F6P é
convertida a glicose-6-fosfato (G6P) que é defosforilada a glicose.

Além disso, uma outra via importante para a F1,6BP envolve o fato de a
G6P ser substrato para a via das pentoses fosfato. A primeira reacado da via
das pentoses fosfato € a desidrogenacdo da G6P pela glicose-6-fosfato-
desidrogenase, para formar 6-fosfogliconolactona, a qual é hidrolizada para a
forma acida livre 6-fosfogliconato por uma lactonase especifica. No passo
seguinte, o 6-fosfogliconato sofre desidrogenacédo e descarboxilacao pela 6-
fosfogliconato-desidrogenase para formar a cetopentose D-ribulose-5-fosfato. A
D-Ribose-5-fosfato reage com ATP formando AMP e 5-fosforibosil-1-pirofosfato
(PRPP) em uma reacdo catalisada pela enzima PRPP-sintetase. Sob a
atividade enzima adenina fosforibosil transferase (APRT) o PRPP e a adenina
sdo substratos de uma reacdo que gera outro AMP. Por conseguinte, o
excesso de AMP formado pode ser convertido por enzimas do tipo 5-
nucleotidase citoplasmatica (CN-lI) a adenosina, a qual atinge o meio
extracelular por transportadores bidirecionais de adenosina (Boroewic et
al.,2006). Perante isso, o aumento da concentracdo de adenosina realmente
pode ser resultado do aumento da sintese dos nucleotideos de adenina como
proposto por Domanski et al. (2006).

Adenosina, entdo, € o produto da completa defosforilacdo dos
nucleotideos de adenina, um importante nucleosideo que atua como molécula
sinalizadora engajada na regulagcdo da fisiologia € modulagcdo de numerosos
tipos celulares (por exemplo neurbnios, plaquetas, neutréfilos, células de
musculo liso, midcitos, etc.). Além disso, como parte do sistema purinérgico de
sinalizacdo a adenosina medeia neurotransmissdo, conducdo, secrecao,
vasodilatacao, proliferacdo e morte celular (BOROWIEC et al., 2006). Focando
no processo inflamatdrio, a presenca de um agente injuriante tecidual leva a
uma indugdo de um processo inflamatoério local que provoca um aumento de

atividades celulares na regiao afetada, e dessa forma havera um descompasso
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entre oferta de oxigénio para o0 processo de respiracdo aerdbia e as
necessidades metabdlicas do tecido inflamado, assim o equilibrio
ATP/ADP/AMP ¢ deslocado no sentido catabodlico levando a um aumento na
producédo de adenosina. Essa adenosina atinge o espaco intersticial por meio
de transportadores bidirecionais de adenosina e atua sobre o musculo liso
arteriolar para ocasionar um relaxamento que leve a uma vasodilatagdo
arteriolar para promover um maior fluxo sanglineo local condizente com a
necessidade metabdlica do foco inflamatério. Todo esse mecanismo
metabdlico de controle do fluxo sanguineo regional € chamado de mecanismo
de auto-regulagao do fluxo sanguineo.

Nesse cenario, os resultados encontrados por Sola et al. (2004) e
Domanski et al. (2006) sao imprescindiveis para esclarecer os resultados desta
tese, uma vez que revelam que a producdo de adenosina pode ser
potencializada (a despeito do anabolismo Ado > AMP -> ADP > ATP) e
atingir uma quantidade intersticial muito maior do que aquela atingida pelo
mecanismo de auto-regulacdo do fluxo sanguineo, supostamente como
resultado do aumento da sintese dos nucleotideos de adenina ou pela inibicdo
da degradacdo de adenosina em inosina. E esta quantidade extra de
adenosina que atinge o intersticio é peca-chave para elucidar o mecanismo de
acao da F1,6BP uma vez que podera atuar ndao apenas no musculo liso
localizado na tunica média arteriolar, mas também em outros receptores de
adenosina que estejam expressos na membrana de células localizadas na
regidao do foco inflamatério. Por exemplo nos receptores A1 de adenosina
localizados em fibras nociceptivas e, por conseguinte, influenciar com o
processo de inducédo de dor sem, contudo, interferir com a migracao celular ou
com a producao de citocinas.

E um fato relevante que muitas atividades descritas para a F1,6BP em
diversos tecidos também sao encontradas na literatura atribuidas a ativacao
dos diferentes receptores de adenosina pela propria adenosina ou por
agonistas especificos (AHN et al., 2002; ALVES-FILHO et al., 2004; EDDE et
al., 1998; LEE, 2005; LIAN et al, 2007; LOPES et al., 2006; NARAYAN;
MENTZER; LAZLEY, 2001; NUNES et al., 2003; PLANAS et al.,1993; POON;
SAWYNOK, 1999; RAMAKERS et al., 2006; SCHRIER, 1990; SULLIVAN, et
al., 2004; WIESNER et al., 1999;). Para corroborar esses indicios, foi um
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objetivo desta tese averiguar se a adenosina e a F1,6BP poderiam apresentar
atividades similares no modelo experimental utilizado. De fato, o pré-tratamento
com adenosina (100 mg/Kg, i.p., 15 minutos) revelou resposta similar a obtida
com a F1,6BP (300 mg/Kg, i.p., 15 minutos) sobre os diferentes estimulos
hipernociceptivos aplicados no modelo experimental utilizado, o que estad em
concordancia com os resultados em outros modelos experimentais obtidos por
T. Akimitsu et al. (1995) de ambas, F1,6BP e adenosina, possuirem atividades
similares. Recentemente, Sola et al. (2003) apresentaram evidéncias
farmacolégicas de que certas propriedades antiinflamatérias da F1,6BP
poderiam estar relacionadas a alteragdes dos niveis endégenos de adenosina,
uma vez que as atividades da F1,6BP descritas pelos autores foram inibidas
pela administracao da enzima adenosina deaminase (ADA). A adenosina
e diversos analogos de adenosina alteram o comportamento atribuido a dor em
um amplo espectro de modelos experimentais de dor (SAWYNOK, 1998). Essa
acao da adenosina e seus analogos dependem muito do subtipo de receptor de
adenosina ativado, sendo que a ativacao de receptores Aq leva a uma reducéao
no comportamento de dor, enquanto a ativacdo dos demais receptores esta
associada a um efeito contrario. Assim, a exdgena administragdo de um
agonista de receptores A1 de adenosina produz anti-hipernocicepcao (TAIWO
& LEVINE, 1990), enquanto a ativacao local de receptores A, provoca efeito
pré-nociceptivo ou aumento do efeito nociceptivo (KARLSTEN et al.,1992;
TAIWO & LEVINE, 1990), sendo esta acao mais relacionada a ativacao de
receptores Aoa como elucidada por Doak e Sawynok (1995). Ainda, a ativacéao
de receptores A; de adenosina produz comportamento de dor em decorréncia
da liberacdo por mastécitos de histamina e 5-hidroxitriptamina (5-HT) que agem
no terminal sensitivo nervoso (SAWINOK et al., 1997).

Nesse contexto, a sensibilizacdo dos nociceptores € o denominador
comum da dor inflamatéria. Existem dois grupos de mediadores
hipernociceptivos que agem diretamente sobre os nocieptores: eicosandides e
aminas simpaticas, os quais podem ser induzidos por trés vias dependentes da
liberagdo de citocinas. As trés vias sao: (i) carragenina> TNF-a > IL-1f >
prostaglandinas (que sensibilizam o nociceptor), (ii) carragenina > TNF-o =

KC - IL-1B > prostaglandinas (que sensibilizam o nociceptor) e (iii)



82

carragenina - TNF-a > KC - aminas simpaticas que também sensibilizam o
nociceptor (CUNHA et. al., 2004). Entdo, os mecanismos de que as drogas
dispdem para intervir com a sensibilizacdo dos nociceptores envolve inibicao
da acdo ou da liberacdo de certa citocina pertencente a alguma das vias
descritas; ou uma acao direta da substancia sobre o nociceptor, bloqueando a
formacao ou conducao do sinal como é o caso da ativacdo dos receptores A4
de adenosina (SAWINOK, 1998).

Nesse sentido, o presente trabalho revelou que a F1,6BP (Figura 1)
possui atividade anti-hipernociceptiva tanto sobre a hipernocicepg¢ao induzida
pela Cg quanto pelas citocinas integrantes da cascata hipernociceptiva (Figura
6, painéis A, B, C e D). A atividade da F1,6BP sobre a Cg revelou-se de
maneira dose-dependente, pois a hipernocicepcdo mecénica induzida pela Cg
foi inibida em 37% pela dose de 300 mg/Kg e 42% pela dose de 1000 mg/Kg,
enquanto a dose de 100 mg/Kg revelou uma tendéncia de inibicdo nao
confirmada estatisticamente. Ja atividade anti-hipernociceptiva da F1,6BP
sobre as citocinas foi de 30% para oTNF-a, 42% para a IL-1 B e de 25% para o
KC. Contudo, apesar de revelar essas atividades a F1,6BP néao foi capaz de
interferir com a migracdo leucocitaria (Figura 7, painel D), e nem com a
producao de citocinas (Figura 7, painéis A, B, C) no modelo desafiado. Assim,
esses dados insinuam que a acao analgésica da F1,6BP deva ocorrer por acao
direta sobre os nociceptores, bloqueando a formag¢do ou conducédo do sinal
uma vez que a mesma nao interfere com a cascata responsavel pela inducao
de nocicepcao. Dessa forma é coerente propor que a forma pela qual a F1,6BP
desempenha essa atividade seja por meio de um mecanismo mediado por
receptor, cuja ativacdo reduza a excitabilidade do nociceptor impedindo a
formacao do sinal e/ou a transducao do mesmo. Reforca essa teoria, ainda, 0s
resultados obtidos com o uso dos mediadores finais Prostaglandina E; e
dopamina, os quais demonstram a F1,6BP inibindo hipernocicepcao induzida
por mediadores nociceptivos diretos PGE, (30%) e dopamina (44%) (Figura 9),
fundamentando tal hipétese.

Dessa forma, por ndo ser conhecido que F1,6BP possua um receptor
préprio ou a0 menos seja capaz de ativar ou inibir receptores de membrana
alheios, é pertinente procurar dentre seus metabdlitos algum ao qual se possa
atribuir tal atividade. Nao é recente na literatura que a adenosina (Figura 2)
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participa de diversos processos fisioldgicos mediados por diferentes receptores
de membrana acoplados a adenilato ciclase via proteina G, sendo que esse
metabdlito desempenha atividade bioldgica através de quatro receptores: Aj,
Aoa, Aos € Az (Figura 3), os quais podem estimular ou inibir a atividade da
enzima adenilato ciclase (KHASAR et.al, 1995; TAIWO; LEVINE, 1991).
Focando em dor, é sabido que o receptor A; esta acoplado negativamente a
adenilato ciclase (SAWYNOK, 1998) e que sua ativacdo desempenha inibigcao
hipernociceptiva por impedir aumento da formacéao citoplasmatica do segundo
mensageiro AMPc, o qual ao se elevar estimularia a transducao do potencial de
acao.

Assim, investigou-se a capacidade de a adenosina inibir a
hipernocicepgdo mecanica induzida tanto pelo estimulo carragenina, quanto
pelos mediadores finais da cascata hipernociceptica PGE. e dopamina. De
fato, o pré-tratamento com Ado (100 mg/Kg, i.p., 15 minutos) revelou resposta
similar a obtida com a F1,6BP, pois a hipernocicepcdo mecanica induzida pela
Cg foi inibida em 35% pela dose de 100 mg/Kg e 41% pela dose de 300 mg/Kg,
enquanto a dose de 30 mg/Kg revelou uma tendéncia de inibicdo nao
confirmada estatisticamente (Figura 9, painel A). Além disso, a adenosina
também se demonstrou capaz de inibir parcialmente a hipernocicepcao
induzida pelos mediadores nociceptivos diretos PGE, (43%) e dopamina (39%)
(Figura 9, painéis B e C, respectivamente).

Além disso, o presente trabalho tém elucidado que é possivel reverter a
atividade anti-hipernociceptiva da F1,6BP sobre a Cg, Prostaglandina E; e
dopamina com o uso do antagonista seletivo para o receptor A; de adenosina
DPCPX administrado tanto sistemicamente, quanto localmente (Figuras 10 e
11), comprovando farmacologicamente a participacdo desse nucleosideo
purinico no mecanismo de acdo da F1,6BP. E coerente supor, portanto, a
incapacidade celular de regulacao da via glicolitica devido a penetracdo da
F1,6BP, ocasione uma série de reacdes que ocasione uma elevagcao dos niveis
de adenosina citoplasmatica, ou ainda de adenosina extracelular através da
acao de ecto-5"-nucleotidases ancoradas na membrana celular sobre o AMP
intracelular que se difunde a favor de um gradiente de concentracdo para o
exterior celular (Figura 4; BOROEVIC et al.,, 2006; FREDHOLM et al., 2001).
Além disso, ha evidéncias de que a F1,6BP também possa provocar um
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aumento do ATP extracelular, o qual pode ser hidrolisado por um conjunto de
ectonucleotidases que se localizam na superficie celular, no meio intersticial ou
em fluidos corporais (CUNHA, 2001; FARIAS, SMITH, MARKOV, 1990;
ZIGANSHIN, HOYLE, BURNSTOCK, 1994; ZIMMERMANN, 1996;
ZIMMERMANN, 2001).

O aumento da concentracdo citoplasmatica de adenosina faz com que
ela seja distribuida para as células circunvizinhas por transportadores bi-
direcionais de adenosina (Figura 3) até equilibrar os niveis intra e
extracelulares (DUNWIDDIE, DIAO, PROCTOR, 1997; FREDHOLM et al.,
2001), tornando-se disponivel para se ligar a receptores de adenosina
disponiveis na superficie das células ou para elevar sua concentracao
plasmatica, como também comprovado pelo presente trabalho (Figura 15), e
por meio da corrente sanglinea atingir outros tecidos e desempenhar atividade
farmacoldgica.

Por conseguinte, a constatacdo do aumento da concentracao plasmatica
de adenosina a partir da administracdo do intermediario glicolitico D-Frutose-
1,6-difosfato (F1,6BP) é importante ndo apenas para de fato comprovar que a
via analgésica da F1,6BP é dependente da producdo de adenosina, como
também para sugerir uma possivel forma de acdo para F1,6BP em outras
linhas de pesquisa, as quais poderdo insinuar seus resultados através de
mecanismos celulares esclarecidos que ocorram em resposta a ativagdo dos
diferentes subtipos de receptores de adenosina, alavancando a descricdo da
F1,6BP como um farmaco potencial nas diversas linhas de pesquisa em que

vém sendo estudada.
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6. CONCLUSOES

Em sintonia com a literatura, os resultados do presente trabalho apdiam-
se na teoria de que F1,6BP é capaz de aumentar a quantidade extracelular de
adenosina (foco central dessa tese) supostamente como resultado do aumento
da sintese dos nucleotideos de adenina ou por hidrélise enzimatica de ATP.

E pertinente supor que a F1,6BP possa submeter-se no interior celular
as vias enzimaticas: (i) via glicolitica, (ii) neoglicogénese e (iii) via das pentoses
fosfato. Quando a F1,6BP entrar na célula a via glicolitica ndo podera ser
regulada, tornando excessiva a producao de ATP, que pode ser hidrolisado até
adenosina por enzimas do tipo 5-nucleotidase. Por outro lado, em &rgaos
como rins e figado a grande expressdao da frutose-1,6-difosfatase poderia
conduzir a F1,6BP a neoglicogénese. Em uma das etapas dessa via ocorre
producédo de glicose-6-fosfato que é também substrato da via das pentoses
fosfato, a qual promove por meio de uma série de reagbes o aumento da
sintese de AMP (nucleotideo de adenina) com o consumo de ATP. Esse AMP
excedente, entdo, poderia ser convertido por enzimas do tipo 5’-nucleotidase
citoplasmatica a adenosina.

Apés alcancar o intersticio por meio de um transporte extracelular via
transportadores bidirecionais, essa adenosina seria capaz de atuar localmente
exercendo acao farmacolégica como a reducdo da atividade nociceptiva
demonstrada por esse trabalho; ou atingir a circulacdo e elevar sua
concentracdo plasmatica normal, como também demonstrado aqui com a
aplicacao de cromatografia liquida de alta eficiéncia, e tornar-se disponivel para
atuar nos diversos tecidos responsivos a adenosina da mesma forma como a
adenosina administrada exogenamente. E isso justificaria o fato de adenosina e
F1,6BP possuirem as diversas atividades similares reportadas por varios
pesquisadores.

Nesse sentido, essa tese almejou, também, comparar as atividades
equivalentes de F1,6BP e adenosina em experimentos ainda nao descritos na
literatura. Com esse objetivo, foi demonstrado que ambas sao capazes de
reduzir a nocicepg¢ao de maneira similar e que esse efeito em ambos 0s casos
ndao é depende da migracao celular ou da producdo de citocinas no sitio
inflamatério, mas da acao da adenosina sobre receptores A; de adenosina da
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fibra nociceptiva. Esse fato foi constatado em virtude de um antagonista
seletivo para receptores Ay de adenosina ter sido capaz de reverter a atividade
de ambas, F1,6BP e adenosina, comprovando também de maneira indireta a
presenga e participacdo da adenosina na atividade desempenhada pela
F1,6BP.
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