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RESUMO

A metformina é um farmaco hipoglicemiante indicado para o tratamento de
pacientes com diabetes mellitus tipo 2. Embora alguns estudos tenham
demonstrado que esse farmaco possui atividade anti-inflamatoria,
provavelmente relacionada a inibicio da producdo de mediadores
inflamatorios, tais como TNF-q, IL-6, IL-1B, IL-17 e NO, pouco se sabe sobre 0s
efeitos induzidos pela metformina em modelos experimentais de dor. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade da metformina em modelos
experimentais de dores nociceptiva, inflamatoria e neuropatica em
camundongos, bem como 0s possiveis mecanismos que mediariam essa
atividade, de forma a contribuir para a ampliacdo do conhecimento sobre o seu
perfil farmacologico e proporcionar evidéncias que permitam avaliar a
possibilidade de seu reposicionamento no tratamento de pacientes com
condi¢Bes inflamatdrias e dolorosas diversas. A administracdo de metformina
(250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o, -1 h) reduziu a respostas nociceptivas induzidas
por calor no modelo de placa quente (50 °C) e por formaldeido (1%, 20 uL,
s.c.). Esse farmaco também reduziu a alodinia mecanica e o edema de pata
induzidos por carragenina (600 pg, 30 pL, i.pl.), bem como a pleurisia induzida
por esse estimulo inflamatério (200 ug, intrapleural). Nos modelos de alodinia e
edema de pata induzidos por carragenina, a metformina também apresentou
eficacia quando administrada apdés a inducdo da inflamacédo. A metformina
também apresentou atividade no modelo de dor neuropética induzida por
constricdo de nervo. O tratamento com esse farmaco (1000 mg/kg) durante trés
dias, a partir do 7° dia ap6s o procedimento cirirgico, reverteu a alodinia
mecanica e nao induziu tolerancia. A metformina ndo alterou o tempo de
permanéncia dos camundongos na haste girante, indicando que a inibicdo do
comportamento nociceptivo é resultado de uma atividade antinociceptiva
genuina. Embora estudos anteriores levem a sugestdo de que a ativacao de
AMPK e a interacdo com receptores imidazolinicos, bem como a inibicdo da
producdo de mediadores inflamatérios, possam mediar a atividade
antinociceptiva da metformina, no presente estudo foi demonstrado que outros
mecanismos podem estar envolvidos. A atividade da metformina em modelo de
dor nociceptiva induzida por calor foi atenuada pela administracdo prévia de
naltrexona (5 ou 10 mg/kg, i.p) ou ciproheptadina (5 ou 10 mg/kg, p.0). Em
contrapartida, a atividade antinociceptiva desse farmaco em modelo de dor
inflamatdria foi totalmente revertida pela administracdo prévia de glibenclamida
(20 ou 40 mg/kg, p.0). Concluindo, os resultados demonstram a atividade da
metformina em modelos de dores nociceptiva, inflamatoéria e neuropatica, bem
como em modelos de edema inflamatorio e pleurisia. Além disso, os resultados
indicam que a atividade antinociceptiva desse farmaco pode ser mediada pela
ativacdo de vias opioidérgicas e serotoninérgicas, bem como de canais para
potassio ATP-dependentes. A demonstracdo da atividade da metformina em
varios modelos de dor e inflamacdo pode estimular a realizagdo de estudos
visando o reposicionamento desse farmaco no tratamento de pacientes com
condicdes dolorosas e inflamatorias.

Palavras chave: metformina, dor, nocicepcéo, inflamagé&o, opioides, serotonina,
canais para potassio ATP-dependentes, AMPK.



ABSTRACT

Metformin is an oral hypoglycemic drug widely used to treat patients with type 2
diabetes. Although some studies have demonstrated that metformin exhibits
anti-inflammatory activity, probably associated with inhibition of TNF-a, IL-6, IL-
1B, IL-17 and NO production, little is known about its effects in experimental
models of pain. Thus, the present study aimed to evaluate the activity of
metformin in experimental models of nociceptive, inflammatory and neuropathic
pain in mice, as well as the mechanisms mediating this activity. The study may
contribute to a greater knowledge of metformin pharmacological profile and
provide support to its repositioning in the treatment of patients with painful and
inflammatory diseases. Metformin (250, 500 or 1000 mg/kg, p.o, -1 h) inhibited
the nociceptive response induced by heat in hot plate (50 °C) and formaldehyde
(1%, 20 pL, s.c.). Metformin also inhibited the mechanical allodynia and paw
edema induced by carrageenan (600 ug, 30 pL, i.pl.), as well as the pleurisy
induced by this stimuli (200 pg, intrapleural). In the models of mechanical
allodynia and paw edema induced by carrageenan, metformin also exhibited
activity when administered after induction of the inflammation. Metformin also
exhibited activity in the model of neuropathic pain induced by chronic
constriction injury. Treatment with metformin (1000 mg/kg) during three days,
from the 7™ day after the constriction of the sciatic nerve, reverted the
mechanical allodynia without inducing tolerance. Metformin did not change the
time mice spent on the rota-rod, indicating that the inhibition of the nociceptive
behavior results from an intrinsic antinociceptive activity. Although previous
studies have suggested that activation of AMPK and interaction with
imidazolinic receptors, as well as reduced production of inflammatory
mediators, may mediate the antinociceptive activity of metformin, the present
study indicates that other mechanisms may be involved. The activity of
metformin in the model of nociceptive pain induced by heat was attenuated by
previous administration of naltrexone (5 or 10 mg/kg, i.p.) or cyproheptadine (5
or 10 mg/kg, p.o). In addition, in the model of inflammatory pain, the activity of
metformin was abolished by previous administration of glibenclamide (20 ou 40
mg/kg, p.o). In conclusion, the results demonstrate the activity of metformin in
models of nociceptive, inflammatory and neuropathic pain, as well as in models
of inflammatory edema and pleurisy. In addition, the results indicate that the
activity of metformin may be mediated by activation of opioidergic and
serotoninergic pathways, as well as ATP-sensitive potassium channels. The
demonstration of the activity of metformin in various pain and inflammation
models may stimulate the conduction of studies aiming its repositioning in the
treatment of patients with painful and inflammatory disorders.

Key-words: metformin, pain, nociception, inflammation, opioids, serotonin, ATP-
sensitive potassium channels, AMPK.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor e inflamagéo

Desde tempos remotos, a dor é uma das experiéncias mais intrigantes
vivenciadas pelo ser humano, tendo diversas interpretacdes, muitas delas
impregnadas de certo misticismo. A dor € uma experiéncia sensorial
multidimensional, intrinsicamente desagradavel, resultante da integracdo de
Varios mecanismos neurais e associada a diversos processos patolégicos
(RAINVILLE, 2002). O conhecimento desses mecanismos e,
consequentemente, o desenvolvimento de muitos tratamentos ocorreram de
forma mais ampla ap6s anos de evolucdo dos métodos cientificos (OJUGAS,
1999; MARQUEZ, 2011). Claramente, a dor é o sintoma que mais leva
pacientes a procurarem ajuda médica e o que causa maior sofrimento ao ser
humano (LOESER & MELZACK, 1999).

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define a dor como
uma experiéncia desagradavel que envolve aspectos sensoriais, emocionais e
cognitivos e que esta associada a uma lesdo real ou potencial (IASP 1).
Portanto, a manifestacdo nociceptiva ndo envolve apenas a transducédo de
sinais pelo sistema nervoso, mas também o processamento cognitivo e
emocional pelo encéfalo (CHAPMAN et al., 1999; JULIUS & BASBAUM , 2001;
ALMEIDA et al.,, 2004). Nesse contexto, a dor aguda € uma manifestacao
clinica extremamente importante para o diagnostico de varias doengas e para
induzir um comportamento de precaucdo, evitando maiores danos ao
organismo (MILLAN, 1999; WOOLF, 2000; ALMEIDA et al.,, 2004), o que
caracteriza as suas funcdes evolutiva e adaptativa vitais (CHAPMAN et al.,
1999). De acordo com Woolf (2004), a dor pode ser categorizada em quatro
tipos principais conforme 0s mecanismos neuroquimicos envolvidos, descritos

a sequir.
1.1.1 Dor nociceptiva

A dor nociceptiva é resultado da estimulagdo de nociceptores por fatores

térmicos, quimicos ou mecéanicos, com consequente ativagdo das vias centrais
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da dor (MILLAN, 1999). Segundo a IASP, a nocicep¢ao € o processo neural de
codificacdo da dor e o nociceptor € um receptor sensorial de alto limiar do
sistema nervoso periférico (SNP) somatossensorial capaz de transduzir e
codificar estimulos nocivos (IASP 1). Nesse contexto, os estimulos ativam
diretamente 0s neurbnios sensoriais de diametro médio e levemente
mielinizados, denominados nociceptores Ad, € 0s neurdnios sensoriais de
menor diametro e ndo mielinizados, denominados nociceptores C, o que pode
resultar em dor (JULIUS & BASBAUM, 2001).

A dor nociceptiva é uma resposta protetora que visa evitar ou reduzir uma
leséo tecidual, acelerar a cicatrizacdo do tecido e promover a recuperacao do
paciente, sendo um importante mecanismo de defesa adaptativo (SCHOLZ &
WOOLF, 2002). Em vista de sua importante funcdo, visa-se o alivio da dor
nociceptiva apenas em pacientes que a relatam de forma intensa durante
situacbes nas quais essa funcdo ndo € evidente, como procedimentos

cirdrgicos ou apos traumas.

Os disturbios envolvendo a percepcdo de dor, como a insensibilidade
nociceptiva congénita, reduzem drasticamente a expectativa de vida do
paciente, demonstrando a importancia vital dessa experiéncia. Essas doencas
estdo relacionadas a mutacfes génicas que resultam na auséncia de canais
ibnicos essenciais para 0 processamento nociceptivo e/ou ao aumento
excessivo da liberacdo de opioides endégenos (NAGASAKO et al., 2003;
BASBAUM et al., 2002; WOOLF, 2004).

1.1.2 Dor inflamatoéria

A dor inflamatéria € a categoria mais comum e a que leva o maior numero de

pacientes a buscar alternativas para o seu alivio (SCHOLZ & WOOLF, 2002).

A inflamacdo ou flogose (derivado de "flogistico" que, em grego, significa
"queimar") € uma resposta do organismo a uma agressao de natureza esteéril
ou infecciosa que tem o objetivo de restaurar a homeostasia perdida
(COLLINS, 1999). Aparentemente, o primeiro a definir os sinais e sintomas

clinicos cardinais da inflamacéo - rubor, tumor, calor e dolor (eritema, edema,
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calor e dor) - foi o médico romano no século 1 D.C., Cornelius Celsus.
Posteriormente, em 1858, Rudolf Virchow adicionou a quinta caracteristica da
inflamacéo, a functio laesa, que é a perda ou reducédo da funcdo dos 6rgaos
envolvidos (MEDZHITOV, 2010). Desde entdo, existe um amplo interesse em

entender os mecanismos envolvidos neste complexo processo fisiopatoldgico.

A inflamacg&o pode ocorrer de forma aguda ou cronica. A inflamagdo aguda é
de duracdo relativamente curta, pode permanecer por minutos, horas ou
poucos dias e suas principais caracteristicas sdo exsudacdo de liquidos e
proteinas plasmaticas — ocasionando o edema — e migracdo de leucocitos. Na
fase inicial da inflamacdo, os neutréfilos sdo os leucocitos prevalentes. A
inflamacdo cronica € de longa duracdo e estd intimamente associada a
presenca de linfécitos e macréfagos, proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose
e necrose tecidual (COLLINS, 1999).

A reacdo inflamatoria € caracterizada por uma série de eventos complexos no
tecido afetado, incluindo vasodilatacao arteriolar, seguida de aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular, exsudacdo plasmatica e migracao
leucocitaria para o espago extravascular. Essas alteragbes ocorrem
principalmente na microcirculagdo, decorrentes da ac¢do de moléculas
biologicamente ativas liberadas no local da lesdo, denominados mediadores
inflamatérios (WEISSMANN, 1992; COTRAN et al.,, 1999; COLLINS, 1999;
SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). Os mediadores inflamatérios podem
ser de origem celular, como a histamina, 0s eicosanoides, as citocinas, o 6xido
nitrico (NO), o fator ativador de plaquetas (PAF) e outras proteinas
leucocitarias ou de origem plasmatica, como as cininas e os componentes do
sistema de complemento (ROCHA e SILVA & GARCIA-LEME, 1972;
FERREIRA et al., 1973). As concentracbes de muitos desses mediadores sao
rapidamente elevadas durante o processo inflamatério (COLLINS, 1999;
MEDZHITOV, 2010).

A liberacdo dos mediadores inflamatorios por células residentes (macréfagos,
células dendriticas e células epiteliais) no tecido lesionado ativa os leucocitos

circulantes e induz alteracdes rapidas e intensas nas propriedades de adeséo
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as células endoteliais pelo aumento da expressao de receptores glicoproteicos
(moléculas de adesdo) em suas membranas bem como na membrana das
células endoteliais. Essas alteragcbes aumentam a adeséo entre os leucqcitos e
o endotélio, promovendo o recrutamento de leucécitos para o local da
inflamacé&o. Os macrofagos e os leucocitos polimorfonucleares desempenham
um papel fundamental no desenvolvimento do processo inflamatério mediante
a liberagcdo de citocinas, destacando-se, inicialmente, a liberagdo de
interleucina (IL)-1, IL-6 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (KIM &
DEUTSCHMAN, 2000; NOURSHARGH & MARELLI-BERG, 2005).

Os sinais e sintomas cardinais da inflamacdo podem ser explicados pelos
eventos provocados pelas células envolvidas no processo e seus mediadores.
O edema local decorre do aumento da permeabilidade vascular e do
extravasamento de liquidos e plasma para o meio tissular, enquanto o calor e 0
eritema decorrem do aumento da perfusdo sanguinea local. A dor inflamatoria
€ resultado de mecanismos complexos que incluem compressao das fibras
nervosas locais devido ao edema, lesdo de fibras nervosas e acédo de
mediadores inflamatoérios sobre as terminaces nervosas. A perda de funcdo é
decorrente dos outros sinais cardinais, especialmente do edema e da dor, que
dificultam as atividades locais. Além disso, a cronificacdo do processo
inflamatoério também pode ocasionar perda de funcdo devido a destruicdo
tecidual e substituicAio do parénquima por tecido conjuntivo, processo
denominado fibrose (COLLINS, 1999; MEDZHITOV, 2010).

A dor é um sintoma comum e importante da inflamacdo. Assim como a dor
nociceptiva, a dor inflamatéria aguda tem funcdo adaptativa e induz
comportamentos de esquiva que favorecem a reparacdo (WOOLF, 2004). A
liberagdo de mediadores inflamatorios pode sensibilizar ou estimular
nociceptores gerando alodinia ou hiperalgesia (McMAHON et al., 2005).
Segundo a IASP, a alodinia é definida como a dor causada por um estimulo
que, normalmente, ndo provoca dor, enquanto a hiperalgesia € caracterizada
pela dor de maior intensidade causada por um estimulo originalmente doloroso
(IASP 1).
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Diversos mediadores podem levar ao surgimento da dor inflamatoria, tais como
o TNF-a, a IL-1B, as prostaglandinas (PGs), o fator de crescimento de nervos
(NGF) e a bradicinina (COLLINS, 1999; SCHOLZ & WOOLF, 2002). O NGF
participa do processamento da resposta nociceptiva por diversos mecanismos,
tais como: interacdo com receptores trkA de nociceptores, o que leva a sua
ativacao; regulacdo da expressao génica em nociceptores, induzindo a
liberacdo de neuropeptidios como substancia P e peptideo relacionado ao gene
da calcitonina, que estdo envolvidos na transmisséo central e na modulacédo da
resposta nociceptiva e regulacdo da expresséo de receptores do tipo TRPV1 e
de canais para sodio. O TNF-a e a IL-1B sao citocinas que induzem facilitagao
da resposta nociceptiva por meio do NGF (McMAHON et al., 2005). As PGs e a
bradicinina interagem com receptores acoplados a proteina G, ativando
proteinas cinases que fosforilam receptores e canais i6nicos, 0 que resulta na
reducao do limiar nociceptivo (SCHOLZ & WOOLF, 2002).

A resolucdo da resposta inflamatoéria decorre da inativacdo dos mediadores e
do retorno a homeostasia, ou seja, o término do edema, da infiltracdo de
leucocitos e da dor resultante da estimulagdo dos nociceptores. Em alguns
casos, porém, a liberacdo de substancias toxicas para o meio extracelular, tais
como enzimas lisossomais, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, PGs e
leucotrienos, pode promover a cronificacdo do processo inflamatério e
surgimento de doencas como artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico
(COLLINS, 1999; MEDZHITQV, 2010). A resolucdo da inflamacéo também é
resultado da acdo de um complexo sistema de moléculas com atividade anti-
inflamatoria, que evitam a cronificagdo do processo e a extensdo de danos
teciduais que iriam além da reparacéo do local lesionado (SERHAN & SAVIL,
2005; ALESSANDRI et al., 2013).

1.1.3 Dor neuropatica

A dor neuropética é definida pela IASP como uma dor causada ou iniciada por
uma lesdo primaria ou por disfuncdo do sistema nervoso central (SNC) e/ou

SNP (IASP 1). Diferentemente da dor nociceptiva e da dor inflamatéria, em
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muitas situacdes, a dor neuropatica ndo possui funcdo adaptativa (WOOLF,
2004; JENSEN et al., 2011).

A lesao ou disfuncdo do SNC ou SNP que contribui para a ocorréncia da dor
neuropatica pode ser resultado de compressdo, seccdo e inflamacdo de
nervos, isquemia, injuria metabdlica, deficiéncia de vitamina B, acdo de
neurotoxinas, terapias com farmacos antineoplasicos, infeccdes virais, diabetes
mellitus, doenca de Parkinson e diversos outros fatores (GALLUZZI, 2007;
HEHN et al., 2012).

A dor neuropética se estabelece por mecanismos diversos levando a diferentes
manifestacbes clinicas. O paciente pode relatar sintomas denominados
negativos (dorméncia, hipoalgesia e hipoestesia), resultantes de danos diretos
aos neurbnios sensoriais, ou sintomas positivos (alodinia e hiperalgesia),
resultantes da diminuicdo do limiar nociceptivo. E comum que o paciente relate
dor espontanea manifestando-se como choques elétricos ou ardéncia na pele
(BARON et al., 2010; HEHN et al., 2012).

Os mecanismos frequentemente associados ao aparecimento de dor
neuropatica sdo atividade ectépica de neurdnios, sensibilizacbes periférica e
central e neuroinflamacdo. A atividade ectépica dos neurdnios € a principal
causa da dor espontanea em pacientes com dor neuropatica. Essa atividade é
caracterizada por mudancas drasticas na expressdo, na distribuicdo e na
fosforilacdo de diversos canais idnicos, levando a geracdo de potenciais de
acao na auséncia de qualquer estimulo e, consequentemente, ao relato de dor.
O mecanismo de sensibilizagdo central envolve um aumento na excitabilidade
de neurbnios secundarios resultando em uma hiperexcitabilidade da medula
espinhal, que passa a perceber informacdes transmitidas por neurbnios
sensoriais de baixo limiar (tipo AB) como estimulos dolorosos. A sensibilizacdo
central € um mecanismo que pode se tornar autdbnomo, resultando em
amplificagéo da dor, com diminuigdo de seu limiar, expansao de sua extensao
espacial e mudangas nas suas caracteristicas sensoriais. A neuroinflamacéo é
um mecanismo decorrente da liberacdo de mediadores inflamatorios por
macrofagos infiltrados nos tecidos proximos a nervos periféricos lesionados. Os

mediadores ativam células do sistema imune e microgliais, induzindo a
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liberacdo de citocinas inflamatérias que promovem a dor e contribuem para a
sua cronificacdo (SCHOLZ & WOOLF, 2002; WOOLF, 2004; BARON et al.,
2010; VALLEJO et al., 2010; HEHN et al., 2012). Além da dor cronica que
causa grande sofrimento, muitos pacientes com dor neuropatica também
desenvolvem comorbidades como insbnia, transtornos depressivos e de
ansiedade, o que reduz ainda mais a qualidade de vida (SELPH et al., 2011;
SMITH & TORRANCE, 2012; COHEN & MAO, 2014).

1.1.4 Dor funcional

A dor funcional é uma categoria de dor menos conhecida, de carater crénico e
idiopatico, associada a um funcionamento e/ou uma reatividade anormal do
sistema nervoso cujas causas sdo desconhecidas. Algumas condicdes clinicas
como fibromialgia, sindrome do intestino irritdvel e cefaleia tensional podem ser
alocadas nessa categoria de dor. De fato, a dor funcional € um conceito em
evolucdo, o qual necessita maiores estudos para sua melhor compreensao.
Sabe-se que esse tipo de dor também nédo apresenta funcdo adaptativa, assim
como a dor neuropéatica, porém pacientes com dor funcional ndo apresentam
déficit neuroldgico ou alguma anormalidade neuronal periférica, podendo
envolver disfun¢gdes nos neurotransmissores ou nos canais ionicos (WOOLF,
2004).

1.2 Farmacoterapia da dor e da inflamagéo

A dor é um sintoma que causa sofrimento a pacientes acometidos por diversas
doencas. O alivio da dor deve levar em consideracdo as suas causas € 0S
mecanismos neuroquimicos envolvidos. Tal alivio pode ser obtido por meio de
medidas farmacolégicas e néo farmacolégicas e a intervencéo deve ser o mais
breve possivel, visando eliminar a causa da dor e reintegrar o paciente as suas
fungbes normais (CANDELETTI et al.,, 1985; RAMAMURTHY et al.,, 1993;
CATALANO et al., 2004). Embora diversas terapias possam ser usadas
visando promover o alivio da dor, a farmacoterapia € a mais comum. Varias
classes de farmacos podem ser usadas e apresentam diferentes perfis de

eficacia e seguranca.
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1.2.1 Anti-inflamatorios néo esteroides (AINES)

Os AINEs, como o acido acetilsalicilico e o ibuprofeno, sdo farmacos
amplamente usados na clinica médica e apresentam atividades analgésica,
antipirética e anti-edema, sendo particularmente Uteis para o alivio de dores
inflamatodrias. Os AINEs sdo os farmacos de escolha para o tratamento de
pacientes relatando dores leves a moderadas, tais como cefaleias e
enxaguecas, dores poés-operatéria, dental e menstrual (RANG et al.,, 2007;
FURST & ULRICH, 2007; GROSSER et al., 2012;).

O principal mecanismo de acao proposto para os AINEs foi descrito algumas
décadas depois da insercéo do &cido acetilsalicilico na medicina. Vane (1971)
demonstrou que esse farmaco inibe a ciclooxigenase (COX), uma enzima
responsavel pela conversao do acido araquidénico em PGG; e PGH,. Essas,
por sua vez, servirdo de substrato para outras enzimas para a producao de
PGE,;, PGD,, PGI;, PGF,a e tromboxano A;, substancias diretamente
responsaveis pelo aparecimento de alguns dos sinais e sintomas da resposta
inflamatoria. Por um longo periodo, acreditou-se que havia apenas uma
isoforma de COX. Entretanto, a segunda isoforma da COX, denominada COX-
2, foi descoberta no final dos anos 1980 e inicio dos anos 1990. A COX-1,
denominacdo dada a primeira enzima descoberta, participa de varios
processos fisioldgicos, sendo considerada constitutiva, enquanto que a COX-2
€ especialmente importante no processo inflamatério, no qual a sua atividade
estd aumentada (FU et al., 1990; XIE et al., 1990; KUJUBU et al., 1991). Assim,
a acao anti-inflamatéria dos AINEs se deve principalmente a inibicdo da COX-2
(CROFFORD et al.,, 2000). As reacbes adversas induzidas pelos AINEs
incluem irritacdo gastrica, podendo levar a ulcera¢cdes da mucosa, reducao do
fluxo sanguineo renal e prolongamento do sangramento por inibicdo da

agregacao plaguetaria (RANG et al., 2007).

Os coxibes, farmacos que inibem preferencialmente a isoforma COX-2, foram
desenvolvidos com o objetivo de reduzir as rea¢des adversas induzidas pela
inibicdo da COX-1. Porém, a inibicdo da producédo de PGIl, — um eicosanoide

que inibe a agregacao plaquetaria e cuja producéo é induzida principalmente
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pela COX-2 - leva ao risco de eventos tromboembdlicos, o que resultou na
retirada de varios farmacos dessa classe do mercado (MUKHERJEE & TOPOL,
2003). O uso dos coxibes é restrito a pacientes para 0s quais a terapia com
AINEs esta associada a risco elevado de reacdes adversas gastrintestinais e
sé deve ocorrer ap6s uma avaliagdo do risco cardiovascular (RANG et al.,
2007; GROSSER et al., 2012).

1.2.2 Anti-inflamatorios esteroides (AIES)

Os AIEs, como a dexametasona e a prednisolona, sdo farmacos anti-
inflamatoérios e imunossupressores utilizados principalmente no tratamento de
pacientes com doencas inflamatérias crénicas, tais como asma, artrite
reumatoide e lupus eritematoso sistémico (BARNES & ADCOCK, 1993).

O principal mecanismo de ac¢do dos AIEs envolve diretamente o controle da
transcricdo génica, seja estimulo ou inibicdo. Apos se ligar aos receptores no
citoplasma, o complexo € transportado para o nucleo onde, ao interagir com o
DNA, pode ativar a transcricdo de genes para proteinas anti-inflamatérias ou
inibir a transcricdo de genes para enzimas ou mediadores inflamatorios.
Algumas acbes ndo gendmicas e de curta duracdo dos AIEs também foram
descritas (van der VELDEN, 1998). As acfes dos AIEs que influenciam as
respostas inflamatéria e imune incluem: producao reduzida de eicosanoides,
devido a reducdo da expressdo do gene para a COX-2; producao reduzida de
citocinas, como IL-1, IL2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-a e fatores de adeséo
celular; producdo reduzida de NO e aumento da sintese de fatores anti-
inflamatérios como a IL-10, receptor solavel de IL-1 e anexina-1 (STAHN &
BUTTGEREIT, 2008).

Embora as atividades anti-inflamatéria e imunossupressora dos AIEs sejam
bem estabelecidas, o uso desses farmacos é limitado pelas reacdes adversas
que podem induzir quando ocorre a prescricdo de doses elevadas e de forma
continua. As reacOes adversas incluem supressdo da resposta imune,
dificuldade da cicatrizagdo de lesbes, insuficiéncia adrenal, desequilibrio
hidroeletrolitico, elevacdo da presséo arterial e hiperglicemia (RANG et al.,
2007).
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Em adicéo, a elevacdo dos niveis de cortisol (hipercortisolismo) por periodos
prolongados, provocada pelo uso crénico de AIEs, pode ocasionar o
surgimento da sindrome de Cushing iatrogénica, caracterizada principalmente
por obesidade centripeta, adelgacamento da pele e fraqueza muscular
(NIEMAN, 2015).

1.2.3 Analgésicos opioides

Os analgésicos opioides, como a morfina e a codeina, sdo farmacos de
escolha para o tratamento de pacientes com dores moderadas a intensas, que
geralmente ndo conseguem um alivio adequado por meio do uso de AINEs. Os
analgésicos opioides sdo particularmente Uteis para a alivio da dor intensa de
pacientes com determinados tipos de tumores ou sob cuidados paliativos
(LEMONICA, 2008). Esses farmacos interagem com trés tipos de receptores (,
K e 8), que pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G. A
interacdo dos analgésicos opioides com 0s receptores pode resultar em varias
alteracdes bioguimicas importantes que contribuem para a analgesia induzida
por esses farmacos. Entre as alteragcdes mais importantes, podem ser citadas a
inibicdo da adenilato ciclase e consequente reducdo da concentracdo de
AMPc, a abertura de canais para potassio e a inibicdo de canais para calcio,
levando a hiperpolarizagdo com consequente reducdo da neurotransmissao.
Os analgésicos opioides ndo apresentam atividade anti-inflamatoria ou

antipirética, como os AINEs (SATOH & MINAMI, 1995; LEMONICA, 2008).

Embora apresentem elevada eficacia, o uso dos analgésicos opioides €
limitado pelas reacdes adversas graves que podem induzir, tais como nauseas,
vomitos, constipacdo, sedacédo, depressao respiratéria e risco de morte quando
usados em altas doses. Em adicao, os opioides podem causar dependéncia e
tolerancia, o que leva a necessidade de doses cada vez maiores para induzir o
alivio da dor (LEMONICA, 2008; BICCA et al., 2012; YAKSH & WALLACE,
2012). Desse modo, o uso desses farmacos deve ser restrito aos casos nos
quais a dor ndo pode ser aliviada com outros farmacos mais seguros (BICCA et
al., 2012).
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Conforme as caracteristicas mencionadas para os grupos de farmacos citados,
constata-se que a farmacoterapia da dor e da inflamacgé&o é limitada, pois alguns
farmacos apresentam eficacia limitada e outros, embora apresentem eficacia
elevada, podem induzir reacdes adversas graves, principalmente em pacientes
com dores cronicas. Assim, a busca de farmacos analgésicos mais eficazes e
seguros, principalmente para o tratamento de pacientes com dores crénicas, é

justificada.

1.3 Reposicionamento de farmacos

As descobertas sobre as bases moleculares das doencas ofereceram
oportunidades sem precedentes para otimizar o desenvolvimento de novos
farmacos. No entanto, esse processo ainda é um grande desafio para as
industrias farmacéuticas, dado os altos investimentos necessarios para as
pesquisas e o tempo demandado. O desenvolvimento de um novo farmaco leva
em torno de 15 anos, em meédia, desde a sintese da molécula até a sua
aprovacao pelas agéncias regulatérias, passando pelas fases de investigacdes
pré-clinica in vitro e in vivo, clinica e desenvolvimento de uma formulagéo viavel,
além da fase final de farmacovigilancia (ASHBURN & THOR, 2004; CHONG &
SULLIVAN, 2007). As industrias farmacéuticas ndo conseguem manter o ritmo
de desenvolvimento e sintetizar farmacos que sejam realmente eficazes e
efetivos, com um perfil de seguranca adequado e que supram 0s custos de seu
desenvolvimento (DIMASI et al., 2003; LANDERS, 2012).

A taxa de insucesso da pesquisa que visa o desenvolvimento de novos farmacos
€ extremamente elevada, sendo comum a aprovacdo de farmacos da mesma
classe terapéutica com eficacias semelhantes aquelas de farmacos ja
conhecidos, mas promovidos como ‘melhores alternativas’, uma alegacao que
ndo é comprovada na pratica clinica (CHONG & SULLIVAN, 2007). Existem
varios farmacos para o tratamento de pacientes com doengas cronicas como
transtornos depressivos e ansiosos, hipertensdo e doencas cardiovasculares,
engquanto ha uma grande demanda por farmacos para o tratamento de pacientes
com algumas doencas, especialmente infecciosas, que permanecem
negligenciadas (SANTOS et al., 2012).
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Embora tenha havido avangos nas pesquisas, principalmente um conhecimento
amplo das alteracdes moleculares subjacentes a varias doengas bem como uma
otimizagdo dos métodos de triagem de um elevado numero de moléculas, o
namero de farmacos aprovados para uso clinico que sdo desenvolvidos a partir
da triagem molecular ainda continua sendo inferior aquele de farmacos que
foram identificados a partir de investigacdo fenotipica (ASHBURN & THOR,
2004; CHONG & SULLIVAN, 2007).

O reposicionamento de farmacos (do inglés, drug repurposing) € uma estratégia
de inovacdo bem sucedida e explorada inclusive por grandes industrias
farmacéuticas, na tentativa de reduzir custos e obter novas aplicacfes para
farmacos ja existentes (ASHBURN & THOR, 2004). O reposicionamento é uma
alternativa importante, especialmente na busca de terapias para doencas
negligenciadas (ou 06rfés), como a leishmaniose, a doenga de Chagas e a
maléria (SARDANA et al., 2011).

Entende-se como reposicionamento de um farmaco o uso de um farmaco, cujos
perfis farmacocinético e de seguranca ja sdo conhecidos, no tratamento de
pacientes com uma doenca diferente daquela para a qual o farmaco foi
originalmente aprovado. Essa investigacdo pode resultar na identificacdo de
nova abordagem farmacoterapéutica em menor tempo e com reducao de custos
guando comparada ao planejamento e sintese de novos farmacos. Dessa forma,
pesquisas visando o reposicionamento de farmacos tém sido cada vez mais
estimuladas e tém ocorrido tanto nas industrias farmacéuticas quanto na
academia (CHONG & SULLIVAN, 2007; SWAMIDASS, 2011).

Embora ndo existam critérios definidos para a identificacdo de farmacos
possivelmente ‘reposicionaveis’, determinadas caracteristicas tornam um
farmaco mais ou menos propicio para ter uma nova aplicacdo. Em geral,
farmacos que ndo agem em um alvo especifico ou que apresentam pouca
seletividade por este sdo mais propensos a apresentarem atividades distintas
daquela que justificou a indicagdo terapéutica original. Em outra abordagem,
pode-se investigar o efeito terapéutico pela agdo no mesmo alvo molecular, uma

vez que a mesma via bioquimica pode estar envolvida em processos distintos.
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Porém, ndo € raro constatar que uma nova aplicacéo seja descoberta totalmente
por acaso (SLEIGH & BARTON, 2010).

Na terapéutica atual, existem varios exemplos de farmacos originalmente
desenvolvidos para uma terapia e que foram posteriormente reposicionados. A
talidomida, originalmente utilizada para tratamento de gestantes com émese, foi
reposicionada para tratar pacientes com mieloma multiplo ou hanseniase
(OPROMOLLA, 2000; SLEIGH & BARTON, 2010; SAWAMIDASS, 2011). A
cloroquina e a hidrocloroquina, dois farmacos antimaléricos, apresentam
aplicacdo no tratamento de pacientes com doencas reumaticas, Idpus
eritematoso sistémico, doencas dermatologicas e diferentes tipos de cancer (AL-
BARI, 2015). O &cido acetilsalicilico, um AINE, é usado na prevencdo de
eventos tromboembodlicos devido a capacidade de inibir a agregacao plaquetaria
(ARONSON, 2007). A miltefosina, desenvolvida para o tratamento de cancer de
pulmao, foi aprovada para o tratamento da leishmaniose visceral, uma doenca
negligenciada (CHONG & SULLIVAN, 2007).

As limitacbes da farmacoterapia analgésica atualmente disponivel tém
estimulado pesquisas visando o reposicionamento de farmacos de diversas
classes terapéuticas como analgésicos (BASTOS & COELHO, 2013).
Antidepressivos triciclicos, como a amitriptilina e a nortriptilina, e
anticonvulsivantes, como a gabapentina e a pregabalina, sdo atualmente
recomendados para o tratamento de pacientes com dor neuropética (DWORKIN
et al., 2007; MOORE et al., 2012; DERRYS et al., 2015). A carbamazepina, um
farmaco anticonvulsivante, é utilizada no tratamento de pacientes com neuralgia
do trigémio. O propranolol e o topiramato, originalmente aprovados como
antiarritmico e anticonvulsivante, respectivamente, foram aprovados pela Food
and Drug Administration (FDA) para tratamento de pacientes com enxaqueca
bem como para a sua profilaxia. A duloxetina e o milnaciprano, farmacos
antidepressivos, sdo utilizados no tratamento de pacientes com fibriomialgia
(BASTOS & COELHO, 2013). As vitaminas do complexo B, especialmente a
nicotinamida, também apresentam atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria
bastante satisfatorias em modelos experimentais (GODIN et al., 2011), assim

como a leflunomida, um farmaco imunossupressor (BRITO, 2014), e o nicorandil,
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um farmaco antianginoso (DUTRA et al., 2013), o que gera a expectativa de que
possam ser reposicionados para o tratamento de pacientes com condi¢des

inflamatérias e dolorosas.
1.4 Metformina

A espécie vegetal Galega officinalis (Figura 1) era utilizada na Idade Média em
algumas regides da Europa para o tratamento de pacientes com politria, que
posteriormente seria relacionada ao diabetes mellitus. A guanidina, responsavel
pela atividade hipoglicemiante da G. officinalis, induz toxicidade grave que
impossibilita o seu uso como farmaco. Assim sendo, novos compostos foram
sintetizados a partir dessa substancia e as biguanidas provaram ser Gteis e mais
seguras para o tratamento dos pacientes diabéticos (WITTERS, 2001; BAILEY &
DAY, 2004).

A fenformina e a buformina foram lancadas como antidiabéticos na década de
1960, porém foram retiradas do mercado anos depois devido a alta incidéncia de
acidose lactica associada ao seu uso. A metformina (Figura 2), uma molécula
menos lipofilica, demonstrou ser mais segura, sendo aprovada para uso clinico
no Reino Unido, em 1958, no Canada, em 1972, e nos Estados Unidos, em 1995
(WITTERS, 2001; SANTOMAURO JUNIOR et al., 2008).

Figura 1 — Espécie vegetal Galega officinalis
Fonte: BAILEY & DAY, 2004
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Figura 2 — Estrutura quimica da metformina

Apesar da aprovacdo para uso clinico de novos farmacos hipoglicemiantes, a
metformina continua sendo o farmaco de primeira escolha para o tratamento
dos pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e had demonstracao inequivoca de
que reduz as complicagcbes da doenca (GALLEGO, 2005). A metformina
apresenta atividade hipoglicemiante que ndo é resultado do estimulo a
secrecdo de insulina, como observado para as sulfonilureias (KILO et al.,
2003). Outros beneficios induzidos pela metformina incluem discreta reducao
de massa corporal (STUMVOLL et al., 1995) e das concentragcdes de &cidos
graxos, triglicerideos e LDL, o que contribui para reducao do risco de doencas
cardiovasculares (GALLEGO, 2005; GONG et al., 2012).

No Brasil, a metformina € comercializada em comprimidos contendo 500, 850 e
1000 mg do farmaco. A relagdo nacional de medicamentos essenciais —
RENAME - inclui o cloridrato de metformina como componente basico da

assisténcia farmacéutica, sendo financiado pelo SUS (RENAME, 2015).

A metformina apresenta biodisponibilidade de 50 a 60% apds administracao
por via oral sendo que aproximadamente 30% da dose administrada é
eliminada nas fezes de forma inalterada. O tempo de meia-vida de eliminacéo
desse farmaco é em média de 5 h em pacientes com funcao renal normal e a
excrecao € principalmente renal (RANG et al., 2007; GRAHAM et al., 2011;
GONG et al., 2012).

A metformina provoca alguns desconfortos gastrointestinais, como nausea,
vomito, diarreia, flatuléncia e falta de apetite, especialmente no inicio do
tratamento ou quando a dose é aumentada (RANG et al., 2007). O tratamento

crénico com metformina pode levar ao aumento das concentracdes plasmaticas
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de homocisteina e ma absorcéo de vitamina B12 (BOLEN et al., 2007). Além
dessas reacdes adversas, a metformina pode induzir acidose lactica em
pacientes com funcéo renal comprometida, uma reacdo adversa mais grave,
porém mais rara (SALPETER et al., 2003; GONG et al., 2012). As reacdes
adversas leves e raras e a elevada atividade hipoglicemiante justificam o uso
da metformina como farmaco de escolha para o tratamento de pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 (FORETZ et al., 2014).

A metformina também é indicada para o tratamento de pacientes com sindrome
do ovério policistico, principalmente em mulheres com alto indice de gordura
corporal, pelo fato da resisténcia a insulina ser um fator fundamental (LORD et
al., 2003; SILVA et al.,, 2006). Ha estudos evidenciando acdes benéficas da
metformina em outras doencas que envolvem resisténcia a insulina, como a
doenca hepética gordurosa nao-alcodlica (BUGIANESI et al., 2005), esteato-
hepatite ndo-alcodlica (MARCHESINI et al., 2001) e na puberdade precoce
(IBANES et al., 2006).

Apesar do extenso uso e dos beneficios e seguranca comprovados, 0s
mecanismos pelos quais a metformina exerce sua atividade hipoglicemiante
ainda sédo incertos. As aces metabdlicas responséaveis pelo efeito terapéutico
desse farmaco parecem ser a reducdo da producdo excessiva de glicose pelo
figado (gliconeogénese), a inibicdo, em menor proporcdo, da glicogendlise
(ZHENG et al., 2015), a diminuicdo da absorcdo de glicose no trato
gastrintestinal e o aumento da utilizacdo de glicose nos tecidos periféricos,
além do aumento da sensibilidade dos tecidos a insulina (HUNDAL, 2000;
ZHOU et al., 2001; GRAHAM et al., 2011).

Em 2001, Zhou et al. demonstraram, em ratos, que a ativacdo da proteina
quinase ativada por AMP (AMPK) é o principal mecanismo molecular que
contribui para o efeito induzido pela metformina sobre a sintese hepéatica de
glicose, a captacdo de glicose pelo musculo esquelético e o metabolismo
lipidico. Posteriormente, foi demonstrada a ativacdo da AMPK pela metformina
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em tecidos humanos como musculo esquelético (MUSI et al., 2002) e endotélio
da aorta (ZANG et al., 2004).

A AMPK é a enzima responsavel pela manutencdo da homeostasia energética
celular (CARLING, 2004). A célula deve manter uma alta relacdo entre ATP e
ADP para sobreviver, o que é obtido através da conversdo de ADP e fosfato
em ATP em processos catabdlicos. Em outra via, o0 anabolismo converte ATP
em ADP e fosfato. A AMPK €, entdo, o ponto-chave desse equilibrio, sendo
ativada em situacbes de desequilibrio, seja quando h& interferéncia na
producdo ou aumento do consumo de ATP (HARDIE, 2003; CARLING, 2004;
SCHIMMACK et al., 2006). Essa enzima induz efeitos sobre o metabolismo de
glicose e lipidios e sobre a expressao génica e a sintese proteica em diversos
orgédos e tecidos como figado, coracdo, pancreas e tecidos adiposo e muscular
esquelético (ZHOU et al., 2001). Como € ativada pela reducédo do conteudo
energético celular, as principais acdes da AMPK visam reduzir vias anabdlicas,
tais como a sintese de &cidos graxos e colesterol e a gliconeogénese, e
aumentar o catabolismo, como a utilizacdo de glicose pelas células (Figura 3)
(HARDIE, 2003; CARLING, 2004). Essas ac¢0Oes se tornam particularmente
importantes em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e explicam, em grande

parte, as acdes benéficas da metformina sobre esse distlrbio metabdlico.
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Figura 3 — Efeitos metabodlicos da ativagdo da AMPK
Fonte: FREDERICH et al., 2009 (Adaptado)
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Estudos pré-clinicos tem demonstrado acdes benéficas da metformina em
modelos de inflamacéo. Li et al. (2009) demonstraram que a metformina inibe a
progressdo da aterosclerose e da hipercolesterolemia em coelhos, exercendo
atividade cardioprotetora, através da inibicdo do NF-kB, fator responsavel pela
transcricdo de um grande numero de genes, especialmente aqueles envolvidos
em processos imunoldgicos e inflamatérios, apoptose e proliferacao celular. A
inibicdo do NF-kB pela metformina envolve diretamente a ativagdo de AMPK
(SAISHO, 2015). A inibicdo do NF-kB também parece ser responsavel pelo
efeito inibitério induzido pela metformina sobre a resposta inflamatoéria
associada a transformacdo e crescimento de células tumorais em
camundongos (HIRSCH et al., 2013).

A atividade anti-inflamatéria da metformina parece resultar, em parte, da
inibicdo da producdo de mediadores inflamatérios. Estudo conduzido por Park
et al. (2012) demonstrou que a metformina inibe a producdo de mediadores
inflamatorios como IL-6, TNF-a, fibrinogénio e fatores de crescimento
associados ao remodelamento tecidual, além de inibir a producdo de
imunoglobulinas (Ig) tais como IgE e IgG. A reducdo da producdo de TNF-q,
um importante mediador inflamatério, também foi observada em estudo
conduzido por Yuan et al. (2012). A metformina também reduz a producgédo de
NO, um agente vasodilatador com importantes funcbes no processo
inflamatorio (KATO, 2010).

Além disso, Russe et al. (2013) demonstraram que a metformina é capaz de
reduzir o tempo de lambida de pata na segunda fase do teste de formalina e
reduzir a hiperalgesia e edema de pata induzidos por zimosano, evidenciando a
atividade desse farmaco em modelos de dor inflamatéria. Estudos publicados
recentemente também demonstraram a atividade da metformina em modelos
de dor e inflamacao cronicas. Foi demonstrado que esse farmaco apresenta
atividade em modelo de dor neuropatica induzida por agentes quimioterapicos
(MAO-YING et al., 2014) e atenua a hiperalgesia e a alodinia em modelo de
neuropatia diabética (MA et al., 2015). Em adi¢cdo, a metformina inibe a
resposta inflamatoria em modelos de artrite reumatoide em camundongos, um

efeito associado a inibicdo da producéo de citocinas inflamatorias e inibicdo da
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diferenciacéo celular (KANG et al., 2013). Sabe-se, também, que a metformina
€ capaz de inibir a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos via ativacao da
AMPK, um processo importante na cronificagdo da inflamagéo (VASAMSETTI
et al., 2015).

As implicagBes metabdlicas da ativacdo da AMPK sobre a atividade do NF-kB e
a expressao de genes para mediadores inflamatérios tornam essa enzima um
importante marcador do processo inflamatério (YAO et al., 2012) e,
consequentemente, indicam a metformina como um agente anti-inflamatorio
em potencial. Contudo, para o0 reposicionamento desse farmaco, sao
necessarios estudos mais detalhados em diferentes modelos de dor e
inflamacéo, caracterizando sua acao e evidenciando possiveis mecanismos de

acao.



36

2 JUSTIFICATIVA

O reposicionamento de farmacos € uma vertente recente e bastante
promissora da pesquisa cientifica. Essa abordagem tem se mostrado vantajosa
para a industria farmacéutica, uma vez que parametros como seguranca e
perfil farmacocinético de farmacos em uso clinico jA& estdo previamente
estabelecidos, reduzindo os custos com testes clinicos e o tempo para que
nova abordagem farmacoterapéutica seja identificada e aprovada. Os farmacos
disponiveis para o tratamento de pacientes com condi¢Bes inflamatoérias e
dolorosas ainda apresentam limitagcbes como eficicia reduzida ou seguranca
inadequada, principalmente durante o manejo de pacientes com doencas
cronicas. Ensaios pré-clinicos demonstraram, recentemente, a atividade anti-
inflamatéria da metformina, porém essa ndo foi totalmente caracterizada e
ainda ha poucas evidéncias acerca da atividade antinociceptiva em modelos
agudos e crbnicos, bem como os mecanismos de acdo que a mediaria. Nesse
contexto, a investigacdo da atividade da metformina em modelos de dor e
inflamacdo, assim como dos possiveis mecanismos envolvidos nessa
atividade, pode levar a melhor caracterizacdo do seu perfil farmacolégico e a
perspectiva de seu reposicionamento no tratamento de pacientes com diversas

condic@es inflamatérias e dolorosas.
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3 OBJETIVO

Avaliar as atividades da metformina em modelos experimentais de inflamacao
aguda e dores nociceptiva, inflamatoria e neuropatica em camundongos, assim

como investigar possiveis mecanismos que mediariam essas atividades.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas (Figura 4) com massas entre 25
e 30 g. Os animais foram fornecidos pelo biotério da Faculdade de Farmécia da
UFMG e mantidos em sala com temperatura controlada de 27 + 1 °C, a qual
corresponde a zona de termoneutralidade para roedores (GORDON, 1990). Foi
mantido um ciclo claro/escuro de 12 h e agua e racdo foram fornecidas ad
libitum. Nos casos em que foi feita administracdo per os (p.o.) de farmacos e
drogas para realizacdo dos experimentos, a racéo foi retirada 12 h antes do
tratamento. Apos o término dos experimentos, 0s animais foram submetidos a
eutanasia. Todos o0s experimentos foram realizados de acordo com as
recomendacdes para avaliacdo de dor experimental em animais
(ZIMMERMANN, 1983). O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da UFMG (CEUA/UFMG; protocolo n° 375/2014).

Figura 4 — Camundongo Swiss
Fonte: UFSJ — Linhagens de Animais.

4.2 Drogas, farmacos e reagentes diversos

e Albumina de soro bovino tipo V (BSA; Sigma-Aldrich, EUA) -
Estabilizador da suspenséao de células.

e Carboximetilcelulose (CMC; Galena, Brasil) — Veiculo.
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e Carragenina A tipo IV  (Sigma-Aldrich, EUA) - Estimulo
nocivo/inflamatorio.

e Cloridrato de cetamina (Unido Quimica, Brasil) — Anestésico.

e Cloridrato de ciproheptadina (Sigma-Aldrich, EUA) — Antagonista
serotoninérgico.

e Cloridrato de metformina (Teuto, Brasil) — Farmaco aprovado para

tratamento de pacientes com diabetes mellitus tipo 2.

e Cloridrato de naltrexona (Sigma-Aldrich, EUA) - Antagonista
opioidérgico.

e Cloridrato de xilazina (Unido Quimica, Brasil) — Coadjuvante de
anestesia.

e Dexametasona 21-fosfato dissddico (Sigma-Aldrich, EUA) — Anti-
inflamatorio esteroide.

e Dipirona sodica (Sanofi Aventis, Brasil) — Analgésico.

e Fenobarbital (Gardenal®, Sanofi Aventis, Brasil) — FArmaco depressor do
SNC.

e Formaldeido (Sigma-Aldrich, EUA) — Estimulo nocivo/inflamatério.

e Glibenclamida (Sigma-Aldrich, EUA) — Blogueador de canais para
potassio ATP-dependentes.

e Indometacina (Sigma-Aldrich, EUA) — Anti-inflamat6rio ndo esteroide.

e Solucéo de cloreto de sodio 0,9% p/v (Sanobiol, Brasil) — Veiculo.

e Solugdo de May-Grunwald — Corante para microscopia.

e Solucéo de Giemsa — Corante para microscopia.

e Solucao de Turk — Solucao diluidora de leucdcitos.

e Solugdo tampdo de PBS pH 7,4 - Veiculo para administracdo de

carragenina no modelo de pleurisia.

4.3 Preparo das solucdes e suspensdes, doses e vias de administracao

Formaldeido:
A solucédo de formaldeido 0,92% foi preparada em solucdo de cloreto de sédio

a 0,9% plv, imediatamente antes de cada experimento. Foram injetados 20 uL
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dessa solucéo por via subcutanea (s.c.) na superficie plantar da pata posterior

direita dos camundongos.

Carragenina:

As suspensdes de carragenina foram preparadas em solucdo de cloreto de
sédio 0,9% plv, exceto para a avaliagdo da pleurisia, na qual esta foi preparada
em solucdo tampao de PBS. Em ambos os casos, as suspensfes foram
preparadas no dia anterior ao experimento e armazenadas sob refrigeracao.
Foram injetados 30 uL (600 ug de carragenina) da suspensdo a 2% por via
intraplantar (i.pl.) na pata posterior direita dos camundongos ou 100 uL (200

Mg) da suspensédo a 0,2% na cavidade pleural dos animais.

Metformina:

Os comprimidos do medicamento cloridrato de metformina foram triturados e o
pé obtido foi homogeneizado e guardado na geladeira em frasco ambar,
hermeticamente fechado. Foi realizada a correcdo da dose considerando a
massa média dos comprimidos. As solucdes contendo metformina foram
preparadas em solucdo de cloreto de sodio 0,9% p/v imediatamente antes de
cada administracdo. As doses utilizadas foram de 250, 500 e 1000 mg/kg. A
administracao foi realizada p.o. no volume de 10 mL/kg, 1 h antes da avaliacéo
da resposta (exceto nos protocolos de pds-tratamento). As doses foram
definidas considerando-se estudos anteriores que avaliaram as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatoria da metformina (MONTES et al., 2012; PARK
et al., 2012; RUSSE et al., 2013). O tempo entre a administracao e a avaliacdo
da resposta foi padronizado de acordo com a farmacocinética da metformina,
considerando-se tempo médio de 1 h para atingir o pico de concentracéo

plasmatica em ratos (CHOI et al., 2006).

Dipirona, dexametasona e indometacina:

As solucdes foram preparadas imediatamente antes de cada administracdo em
solucéo de cloreto de sédio 0,9% p/v. A dose de dipirona foi de 500 mg/kg. As
doses de dexametasona e indometacina foram de 10 mg/kg. As solugdes foram
administradas p.o. em volume de 10 mL/kg. Dipirona, dexametasona e
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indometacina foram utilizadas como controles positivos nos modelos de placa
quente, edema e alodinia mecéanica, respectivamente. Assim como a
metformina, os controles positivos foram administrados 1 h antes da avaliagdo

da resposta referente ao modelo em questéo.

Fenobarbital:

A solucédo de fenobarbital foi preparada pela diluicdo do medicamento em
solucéo de cloreto de sddio 0,9% p/v. A dose utilizada foi de 40 mg/kg, p.o., em
volume de 10 mL/kg. O fenobarbital foi utilizado como controle positivo no
modelo de haste girante e administrado 1 h antes da avaliagcdo da coordenacéao

motora, assim como a metformina.

Naltrexona:
A solucédo de naltrexona foi preparada imediatamente antes da administracao
em solucéo de cloreto de sdédio 0,9% p/v. As doses utilizadas foram de 5 e 10

mg/kg, sendo administradas por via intraperitoneal (i.p.) em volume de 4 mL/kg.

Glibenclamida e ciproheptadina:

As suspensOes foram preparadas imediatamente antes de cada administracéo
em suspensdo de CMC 1% p/v em cloreto de sédio 0,9% p/v. As doses de
glibenclamida foram de 20 e 40 mg/kg e as doses de ciproheptadina foram de 5

e 10 mg/kg. As suspensdes foram administradas p.o. em volume de 10 mL/kg.

4.4 Avaliacao da resposta nociceptiva induzida por calor

A avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por calor foi realizada utilizando-
se placa quente (Insight Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil — Figura 5). O modelo de
placa quente foi originalmente descrito por Woolfe & MacDonald (1944).
Entretanto, no presente estudo, foi usada uma modificacdo do modelo original
descrita por Eddy & Leimbach (1953). Os animais foram colocados sob a
superficie ndo aquecida da placa durante 2 min para ambientacdo nos dois
dias anteriores ao experimento. A divisdo dos grupos para posterior tratamento
foi feita de modo que as massas corporais médias dos diferentes grupos

experimentais fossem semelhantes, sendo que para cada grupo experimental



42

foram utilizados oito animais. Para a realizacdo do teste, os camundongos
foram colocados, individualmente, sobre a placa metalica aquecida na
temperatura estabelecida e o0 tempo para que 0sS animais exibissem
comportamentos indicativos de desconforto (lambida das patas ou saltos) foi
determinado e considerado como a laténcia para a resposta nociceptiva. A
temperatura utilizada foi de 50 °C e o tempo de corte foi de 50 s a fim de evitar
a ocorréncia de lesao tecidual (Figura 6). A metformina foi administrada p.o.

nas doses de 250, 500 ou 1000 mg/kg, 1 h antes da realizacdo do experimento.

Figura 5 - Aparato utilizado para a avaliagdo da resposta nociceptiva induzida por

calor.

Administragio de  Avaliagdo da resposta Tempo de

metformina nociceptiva corte
i} 1! !
-60 min 0 50s

Figura 6 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela metformina sobre a
resposta nociceptiva induzida por calor em camundongos.

4.5 Avaliacdo da alodinia mecéanica induzida por carragenina

Para a avaliacdo da alodinia mecanica, foi utilizado o procedimento descrito por

Souza et al. (2002) com algumas modificagcbes. Os camundongos foram
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colocados em compartimentos de acrilico dispostos sobre um suporte que
possui como base uma tela metélica. Os animais foram ambientados no
aparato em duas sessfes diarias de 60 min cada, durante dois dias antes da
realizacdo do experimento e em uma sessao de 10 min, imediatamente antes
do experimento. A alodinia mecéanica foi avaliada por meio do uso de um
analgesimetro digital (Insight Ltda., Ribeirdo Preto, Brasil), o qual permite
determinar o limiar para a retirada da pata, que é expresso em gramas (g).
Uma ponteira de polietileno, acoplada a um braco transdutor de forca (faixa: 0,1
a 1000 g, ou aproximadamente 0,1 a 10 N), foi pressionada sobre o centro da
superficie plantar da pata posterior direita de cada animal (Figura 7) e um
aumento gradual de pressdo foi feito até que o animal retirasse a pata. O valor
indicando a pressao que fez com que o animal removesse a pata foi registrado
automaticamente. Para cada animal, foram feitas cinco medicdes em intervalos
de 20 s descartando-se 0 maior e 0 menor valor e calculando-se o limiar
nociceptivo como a média das trés medidas restantes. O limiar basal para
retirada de pata de cada animal foi determinado no dia anterior ao teste e a
divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as massas
corporais e os limiares basais médios dos diferentes grupos experimentais
fossem semelhantes. Para cada grupo experimental, foram utilizados sete a

oito animais.

Figura 7 — Aparato utilizado para a avaliagdo da alodinia mecanica. PP - ponteira de
polietileno; TF - transdutor de forca. O sitio de estimulacdo é o centro delimitado pelos

pontos pretos.
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A atividade da metformina nesse modelo experimental foi avaliada por meio de
dois diferentes protocolos. No primeiro protocolo, a metformina foi administrada
p.o. nas doses de 250, 500 ou 1000 mg/kg, 1 h antes da administracao i.pl. da
carragenina, e a avaliacdo da alodinia mecéanica foi feita 2, 4 e 6 h apés a
injecdo do estimulo inflamatério (Figura 8). No segundo protocolo, a
metformina foi administrada p.o., nas mesmas doses, 1 h apds a injecdo de
carragenina e a alodinia foi avaliada 2, 4 e 6 h apds a injecdo do farmaco, o
que corresponde a 3, 5 e 7 h ap0s a injecédo do estimulo inflamatorio (Figura
9).

Administragio Injegio de 12 Avaliagdo 2 Avaliagdo 3* Avaliagdo
de metformina carragenina

) ! ) : l

-1 0 2 4 6 horas

Figura 8 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela metformina sobre a
alodinia mecanicainduzida por carragenina (primeiro protocolo).

Injegdc de Administragdo
carragenina de metformina
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Figura 9 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela metformina sobre a
alodinia mecanica induzida por carragenina (segundo protocolo).

4.6 Avaliacéo daresposta nociceptiva induzida por formaldeido

A avaliagdo da resposta nociceptiva induzida por formaldeido foi realizada
conforme proposto por Tjglsen et. al. (1992). Cada animal foi colocado sob um
funil de vidro (18 cm de didametro e 14 cm de altura) para ambientagcdo por

cerca de 10 min, imediatamente antes da administracdo de formaldeido


https://www.facebook.com/Tj%C3%B8lsen-AS-445041368857303/
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(Figura 10). A divisdo dos grupos foi feita de forma que as massas corporais
médias dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes, sendo
utilizados nove animais para cada grupo experimental. A metformina foi
administrada p.o. nas doses de 250, 500 ou 1000 mg/kg, 1 h antes da inje¢c&o
de formaldeido. A duracdo do comportamento de lambida apds a injecéao s.c.
de formaldeido foi determinada nos periodos de 0-5 min e de 15-30 min, que
correspondem a primeira e a segunda fase da resposta nociceptiva,
respectivamente (Figura 11). Nesse modelo, o controle da temperatura
ambiente (27-28 °C) é importante, pois a duracdo do comportamento de
lambida durante a segunda fase da resposta nociceptiva € bastante reduzida
quando o experimento € realizado em temperatura inferior a 23 °C (TJGLSEN
et al., 1992). Os resultados foram expressos como o tempo durante o qual os
animais apresentaram o comportamento de lambida da pata injetada, durante a

primeira e a segunda fase da resposta nociceptiva.

Figura 10 - Aparato utilizado para a avaliagdo da resposta nociceptiva induzida por
formaldeido.
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Figura 11 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela metformina sobre a
resposta nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos.

4.7 Avaliacdo da alodinia mecénica induzida por constricdo do nervo
isquiatico

O procedimento cirdrgico de constricdo do nervo isquiatico em camundongos
foi baseado na técnica descrita por Bennett & Xie (1988) com pequenas
modificacdes propostas por Motta et al. (2011). Os animais foram anestesiados
com uma injecdo i.p. de uma solucdo contendo cetamina (90 mg/kg) e xilazina
(9 mg/kg). Em seguida, por meio de uma incisdo na regido do biceps femoral,
previamente tricotomizada e higienizada com iodopolividona 10% p/v, um
segmento do nervo isquiatico foi exposto. Foram feitas trés ligaduras no
segmento exposto do nervo, espacadas em 1 mm, com fio Cat-Gut 5.0
cromado (Brasuture, Sdo Sebastido do Grama, Brasil). A forca de constricao foi
exercida de forma a ndo impedir a circulacdo sanguinea pela vasculatura
superficial epineural e todo o procedimento foi realizado de forma a evitar
lesGes nos nervos ou em regifes proximas que pudessem afetar a atividade
motora dos animais ou causar lesdo muscular. Para a padronizacdo, foram
utilizados dois grupos controle: o grupo controle 1 (intacto), composto por
animais ndo submetidos a qualquer intervencao cirdrgica, e grupo controle 2
(falso-operado), composto por animais submetidos a uma falsa cirurgia, na qual

0 nervo néo foi constringido, apenas visualizado.

Nos experimentos subsequentes a padronizacdo, foram utilizados apenas

animais submetidos a cirurgia (operados). Para cada grupo experimental, foram
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utilizados sete a nove animais. A alodinia mecéanica foi avaliada conforme o
protocolo descrito na se¢éo 4.5. No dia anterior a realizacdo da cirurgia, o limiar
basal para retirada de pata de cada animal foi determinado. A divisdo dos
grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as massas corporais e
os limiares basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem
semelhantes. ApoOs sete dias de realizacdo da cirurgia, a metformina foi
administrada durante trés dias p.o. nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg e a
alodinia mecanica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 horas ap06s a administracdo do
farmaco. O limiar basal de retirada de pata também foi avaliado em cada dia
antes da administracdo de metformina, a qual foi realizada sempre no mesmo
horario em cada dia a fim de reduzir possiveis erros experimentais devido a

alteracdes comportamentais dos animais durante o dia.

4.8 Avaliacéo da atividade motora

A coordenacao motora dos camundongos foi avaliada na haste girante (Figura
12), de acordo com o procedimento proposto por Vaz et al. (1996), que
representa uma modificacdo daquele originalmente descrito por Dunham &
Miya (1957). Durante trés dias antes do experimento, cada animal foi treinado
no aparato durante 2 min em uma sessédo diaria. A divisdo dos grupos para
posterior tratamento foi feita de forma que as médias dos tempos de
permanéncia basais fossem semelhantes. No dia do experimento, os animais
foram tratados com o0s compostos e reavaliados no aparato a 14 rpm,
determinando-se o tempo de permanéncia. O tempo de corte foi de 2 min. A
metformina foi administrada p.o. nas doses de 250, 500 ou 1000 mg/kg, 1 h

antes da avaliacdo na haste girante (Figura 13).
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Figura 12 — Haste girante utilizada para avaliar a atividade motora de camundongos.

Administragio de Avaliagio da Tempo de corte
metformina atividade motora

g i 0

-60 0 2 minutos

Figura 13 — Escala temporal de avaliagdo dos efeitos induzidos pela metformina ou
pelo fenobarbital sobre a coordenagdo motora.

4.9 Avaliacdo do edema de pata induzido por carragenina

O volume de pata dos animais foi avaliado através de um pletismémetro
(Modelo 7140, Ugo Basile, Itdlia) conforme o método descrito por Ferreira
(1979). Esse aparelho contém uma célula cilindrica para a medida do volume
de pata, preenchida com uma solucdo de baixa concentracdo eletrolitica,
conectada a outra célula, dentro da qual existe um eletrodo. A solucéo utilizada
constitui-se de agua destilada, cloreto de sédio 0,9% p/v e um tensoativo
(detergente comum). Um sistema de vasos comunicantes faz com que o
deslocamento da solucdo eletrolitica na célula onde a pata do animal é
mergulhada resulte em um deslocamento da solugcdo na célula que contém o
eletrodo (Figura 14). Ap6s ter sido calibrado, o aparelho converte o
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deslocamento do liquido em volume, que € indicado em um visor digital.
Quando a pata do animal é introduzida na célula de medida até a articulagéo
tibio-tarsal, um pedal é pressionado pelo experimentador, que fixa o valor do
volume observado. O volume de pata basal de cada animal foi medido no dia
anterior ao experimento. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita
de forma que as massas corporais e 0s volumes de pata basais médios dos
diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. Para cada grupo

experimental foram utilizados de sete a oito animais.

Figura 14 - Aparato utilizado para a avaliagdo do edema de pata.

A atividade da metformina nesse modelo experimental foi avaliada por meio de
dois diferentes protocolos. No primeiro protocolo, a metformina foi administrada
p.o. nas doses de 250, 500 ou 1000 mg/kg, 1 h antes da administracao i.pl. da
carragenina, e a avaliagcdo do edema foi feita 2, 4 e 6 h apds a injecdo do
estimulo inflamatério (Figura 15). No segundo protocolo, a metformina foi
administrada p.o., nas mesmas doses, 1 h apds a injecao de carragenina e o
edema foi avaliado 2, 4 e 6 h ap0s a inje¢do do farmaco, o que corresponde a
3,5 e 7 h apés a injecdo do estimulo inflamatério (Figura 16). As medicbes
foram feitas em triplicata, sendo o resultado final obtido pela média das duas

leituras mais proximas.
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Figura 15 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela metformina sobre o
edema de pata induzido por carragenina (primeiro protocolo).
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Figura 16 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela metformina sobre o
edema de pata induzido por carragenina (segundo protocolo).

4.10 Avaliacéo da pleurisia induzida por carragenina

O objetivo desse ensaio foi avaliar a atividade da metformina sobre o acamulo
de leucodcitos induzida por carragenina na pleura de camundongos, seguindo o
procedimento padronizado por Matsui et al. (2015). Os camundongos foram
imobilizados e a carragenina foi administrada na cavidade pleural com o auxilio
de uma seringa acoplada a uma agulha adaptada para esse procedimento.
Desse modo, seringas de 1 mL com agulhas calibre 0,38 x 13 mm foram
adaptadas para medir aproximadamente 3 mm de comprimento, objetivando
nao aprofundar na cavidade pleural além do necessario. A agulha foi
introduzida do lado direito da cavidade toracica dos animais para a injecao de
carragenina ou de PBS estéril nos animais dos grupos controles. A metformina
foi administrada 1 h antes da inducdo da pleurisia nas doses de 250, 500 e
1000 mg/kg. A coleta dos leucacitos foi realizada 4 h apds a administragéo de
carragenina (Figura 17). Para esse procedimento, a cavidade pleural dos

animais foi lavada com 1 mL de solugéo de BSA 0,1% em PBS sendo recolhido
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e reintroduzido trés vezes. O procedimento foi repetido com mais 1 mL da
solucéo anterior, totalizando 2 mL de lavado pleural. Uma aliquota de 1,5 mL
desse lavado foi centrifugada (a 4 °C, 100 G, por 6 min), o sobrenadante foi
desprezado e as células foram ressuspensas com 100 pL de BSA 3%. Uma
aliquota de 20 pL da solugao obtida anteriormente foi diluida em 180 uL de
solucdo de Turk para a realizacdo da contagem total de leucdécitos utilizando
camaras de Neubauer e um microscopico éptico. Dessa solucdo, 40-50 pL da
solucdo de células foram cito-centrifugadas em laminas de vidro e papel
absorvente (100 rpm por 40 s) para a contagem de células. Apés secagem, as
laminas foram coradas com solugbes de May-Grunwald e Giemsa e foram
feitas as contagens de células mononucleares (macréfagos, mondcitos e

linfécitos) e neutrofilos no aumento de 1000 vezes no microscépio optico.

o B Eutanasia dos
Administragdo de animais e coleta

metformina das células Contagem
Injecéo de diferencial das
carragenina células
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Figura 17 - Escala temporal de pré-tratamento dos animais com metformina p.o. e
administracdo de carragenina por via intrapleural no modelo de pleurisia.

4.11 Avaliacdo dos efeitos induzidos por naltrexona, ciproheptadina e
glibenclamida sobre a atividade antinociceptiva da metformina

Com o objetivo de avaliar possiveis mecanismos envolvidos na atividade
antinociceptiva da metformina no modelo de placa quente, foram utilizados um
antagonista opioidérgico (naltrexona), um antagonista serotoninérgico
(ciproheptadina) e um bloqueador de canais para potassio ATP-dependentes
(glibenclamida). Naltrexona (- 15 min) foi administrada por via i.p. (Figura 18),
enquanto glibenclamida e ciproheptadina (- 30 min) foram administrados p.o.
(Figura 19), previamente a administracdo de metformina. Os animais foram
avaliados na placa quente 1 h ap6s a administracdo de metformina. O tempo

de corte foi de 50 s.
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Figura 18 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela metformina, ap6s
tratamento prévio com naltrexona, sobre a nocicep¢cdo induzida por calor em
camundongos.
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Figura 19 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela metformina, ap6s
tratamento prévio com glibenclamida ou ciproheptadina, sobre a nocicep¢ao induzida
por calor em camundongos.

4.12 Avaliacdo dos efeitos induzidos por naltrexona, ciproheptadina e
glibenclamida sobre a atividade antialodinica da metformina

Com o objetivo de avaliar possiveis mecanismos envolvidos na atividade da
metformina no modelo de alodinia mecanica induzida por carragenina, foram
utilizados antagonistas opioidérgico (naltrexona) ou  serotoninérgico
(ciproheptadina) e um bloqueador de canais para potassio ATP-dependentes
(glibenclamida). Naltrexona (- 15 min) foi administrada por via i.p. (Figura 20),
enquanto glibenclamida e ciproheptadina (- 30 min) foram administradas p.o.
(Figura 21), previamente a administragdo de metformina. Carragenina foi
injetada 1 h apés a administracdo de metformina e a alodinia mecénica foi

avaliada 2, 4 e 6 h apos.
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Administragio Administragdo  Injegdo de 1° Avaliagio  2° Avaliagio 3* Avaliagdo
de naltrexona de metformina carragenina
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Figura 20 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela metformina, apos
tratamento prévio com naltrexona, sobre a alodinia mecéanica induzida por carragenina
em camundongos.
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Figura 21 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela metformina, apos
tratamento prévio com glibenclamida ou ciproheptadina, sobre a alodinia mecénica
induzida por carragenina em camundongos.

4.13 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os
resultados referentes aos modelos de placa quente, formaldeido, pleurisia e
haste girante foram analisados por meio da andlise de variancia simples,
seguida pelo teste Newman-Keuls, que compara todos 0S grupos
experimentais entre si. Os resultados referentes aos modelos de alodinia
mecanica, edema e dor neuropatica foram analisados por meio da analise de
variancia de duas vias, seguida pelo teste Bonferroni, exceto os resultados
referentes a area sob a curva (AUC) dos respectivos testes, as quais foram
analisadas conforme descrito para os modelos anteriores. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. A analise estatistica e apresentacdo grafica
dos resultados foram feitas por meio do programa Graphic Prism 5.0 (San
Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito induzido pela metformina sobre a resposta nociceptiva induzida
por calor

A resposta nociceptiva induzida por calor foi avaliada como a laténcia para o
animal apresentar comportamento indicativo de dor apds exposicdo a placa
guente, tais como: lamber as patas anteriores ou posteriores, saltar ou esfregar
as patas anteriores uma na outra. O grupo controle teve uma laténcia média de
aproximadamente 14 s. O grupo tratado com dipirona, controle positivo do
experimento, teve uma laténcia média de 25 s, estatisticamente maior que o do
grupo controle. A metformina inibiu a laténcia para a observagao da resposta
nociceptiva induzida pelo calor. As laténcias médias dos grupos tratados com
as doses de 500 e 1000 mg/kg foram, aproximadamente, 23 e 24 s,
respectivamente. Esses valores diferem estatisticamente daquele do grupo
controle. A dose de 250 mg/kg né&o inibiu a resposta nociceptiva. A laténcia
média do grupo tratado com essa dose foi de 14 s, que ndo diferiu

estatisticamente daquela do grupo controle (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito induzido pela metformina (Metf; 250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h) ou
pela dipirona (500 mg/kg, p.o., -1 h) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na
placa quente (50° C). ** indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
grupo controle (p<0,01). n=8.
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5.2 Efeito induzido pela metformina sobre resposta a nociceptiva induzida
por formaldeido

A administracéo i.pl. de formaldeido na pata posterior direita dos camundongos
induziu um comportamento nociceptivo caracterizado por lambida, flexdo da
pata e manutencdo desta fora de contato com a superficie. Para a avaliacao,
foi considerada apenas a duragdo do comportamento de lambida de pata. A
duracdo média do comportamento de lambida do grupo controle (veiculo),
tratado com solucao salina 0,9% p.o., foi de, aproximadamente, 86 e 156 s na
primeira e na segunda fase, respectivamente. A metformina, na dose de 1000
mg/kg, inibiu a resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido tanto na primeira
guanto na segunda fase, reduzindo a duracdo do comportamento de lambida

para 42 s e 2 s, respectivamente (Figura 23).
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Figura 23 - Efeito induzido pela metformina (Metf; 250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h)
sobre o comportamento de lambida de pata induzido por formaldeido em camundongos.
* e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao veiculo (p<0,05 e
p<0,01, respectivamente). n=9.

5.3 Efeito induzido pela metformina sobre a alodinia mecéanica induzida
por carragenina

A atividade da metformina em modelo de alodinia mecéanica induzida por
carragenina foi avaliada por meio de dois protocolos. No primeiro protocolo, foi
feita a administracdo de metformina 1 h antes da inje¢ao i.pl. de carragenina. O

grupo controle com carragenina apresentou uma diminuicdo acentuada do
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limiar nociceptivo que tinha um valor basal de 7,4 g e passou para
aproximadamente 2,8 g apo6s a inje¢cdo do estimulo inflamatorio. Nesse
protocolo, a metformina, nas doses de 250, 500 ou 1000 mg/kg, atenuou a
alodinia mecanica induzida pela carragenina. A dose de 250 mg/kg reduziu a
alodinia apenas na 22 h ap06s a administracdo de carragenina, sendo que o
limiar médio observado foi de aproximadamente 3,9 g. A dose de 500 mg/kg
reduziu a alodinia na 22 e na 42 h. Os limiares médios observados foram de 5,4
e 3,6 g, respectivamente. A dose de 1000 mg/kg reduziu a alodinia de forma
mais acentuada em todos os momentos de avaliacdo, com limiares médios de
55, 50 e 4,0 g na 23 na 42 e na 62 h, respectivamente. A indometacina foi
utilizada como controle positivo do experimento. O tratamento com esse
farmaco reduziu a alodinia mecénica induzida pela carragenina na 22 e na 42 h.
Os limiares observados para esse grupo (3,9 g na 22 h e 4,0 g na 42 h) foram
estatisticamente maiores do que o limiar médio observado para o grupo

controle (Figura 24).

No segundo protocolo, a metformina foi administrada 1 h apds a injecdo de
carragenina. A média dos valores basais de limiar nociceptivo foi de
aproximadamente 7 g para todos 0s grupos experimentais. No grupo controle
com carragenina, 0s valores observados ap0s a injecdo do estimulo
inflamatorio foram 3,4, 2,8 e 2,6 g na 22 na 42 e na 62 h, respectivamente. A
administracdo de metformina atenuou a alodinia mecanica induzida pela
carragenina apenas na dose de 1000 mg/kg, elevando o limiar nociceptivo para
4,4, 45 e 3,8 g, na 23 na 42 e na 6% h ap6s a administracdo do estimulo
inflamatorio, respectivamente. O tratamento com indometacina reduziu a
alodinia mecéanica na 22, na 42 e na 62 h. Os limiares médios observados foram
de 5,9, 45 e 4,7 g, respectivamente. Esses valores sdo estatisticamente
maiores que o limiar médio do grupo controle com carragenina (Figura 25). No
entanto, os valores referentes a area sob a curva para as doses de 250, 500 e
1000 mg/kg (Figura 25B) foram estatisticamente diferentes quando
comparados ao grupo controle. Portanto, em uma analise global, todas as
doses de metformina (250, 500 e 1000 mg/kg) atenuaram a alodinia mecanica

induzida por carragenina.
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Figura 24 - Efeito induzido pela metformina (Metf; 250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h) ou
pela indometacina (Indo; 10 mg/kg, p.o., -1 h) sobre a alodinia mecanica induzida por
carragenina. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *, ** e *** jndicam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 p<0,001,
respectivamente). n=8.
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Figura 25 - Efeito induzido pela metformina (Metf; 250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., 1 h) ou
pela indometacina (Indo; 10 mg/kg, p.o., 1 h) sobre a alodinia mecéanica induzida por
carragenina. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *, ** e *** indicam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). n=7.
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5.4 Efeito induzido pela metformina sobre a alodinia mecéanica induzida
por constricdo do nervo isquiatico

Primeiramente, foi realizada a padronizacdo do modelo de dor neuropatica
induzida por constricdo do nervo isquiético. Para tal, o limiar nociceptivo
avaliado por meio da estimulacdo da pata ipsilateral a constricdo do nervo
isquiético, foi medido no dia seguinte a cirurgia e, posteriormente, a cada dois
dias durante um periodo de 15 dias. Nessa avaliacdo, observou-se que a
alodinia mecéanica se estabeleceu no 1° dia apds a cirurgia e manteve-se
durante todo o periodo avaliado. Os valores basais do limiar nociceptivo
reduziram de aproximadamente 6,7 g para aproximadamente 3,5 g no grupo
submetido a cirurgia. Nos grupos controles (grupo controle 1, sem intervencao,
e grupo controle 2, submetido a falsa cirurgia), os valores variaram entre 6,0 e

6,7 g sem, no entanto, diferirem estatisticamente entre si (Figura 26).

A metformina, administrada a partir do 7° dia apds o procedimento cirdrgico,
atenuou a alodinia mecanica induzida pela constricdo do nervo isquiatico. No
7° dia, o limiar nociceptivo para o grupo controle foi de 3,6; 3,6; 3,1 e 2,8 g na
12, na 3% na 5% e na 72 h ap6s administracdo do farmaco, respectivamente.
Nesta avaliacdo, a metformina na dose de 1000 mg/kg, atenuou a alodinia
mecanica, considerando-se uma avaliacdo global (Figura 27). No 8° dia, o
limiar nociceptivo para o grupo controle permaneceu em torno de 3,2 g em
todos os momentos da avaliagdo. A metformina, na dose de 500 mg/kg,
atenuou a alodinia mecéanica na 32 e 52 h ap6s a administracdo do farmaco
(limiares médios de 4,3 e 4,4 g, respectivamente). Na dose de 1000 mg/kg, a
metformina atenuou a alodinia mecénica em todo o periodo de avaliacdo. Os
limiares médios observados foram de 4,9; 5,3; 5,1 e 4,59, na 13 na 33 na5%e
na 72 h apds administracdo do farmaco, respectivamente. Em uma avaliacdo
global, também foi observada a atividade da metformina na dose de 250 mg/kg
(Figura 28). No 9° dia, o limiar nociceptivo para o grupo controle permaneceu
em torno de 3,1 g em todos os momentos da avaliacdo. A metformina, apenas
na dose de 1000 mg/kg, atenuou a alodinia mecéanica na 12, na 32 e na 52 h
apos a administracdo do farmaco. Os limiares médios observados foram de

4,3; 4,6 e 4,4 g, respectivamente (Figura 29).
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Figura 26 — Alodinia mecanica induzida por constrigdo do nervo isquiatico. Controle 1:
grupo de animais sem intervencdo. Controle 2: grupo de animais falso-operados.
Operados: grupo de animais submetidos a cirurgia. (A) Curso temporal e (B) area sob a
curva. ** indica diferenca estatistica em comparagédo com os grupos controle (p<0,001).
n=7-9.
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Figura 27 — Efeito induzido pela metformina (Metf; 250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., 7° dia
apas cirurgia) sobre a alodinia mecéanica induzida por constricdo do nervo isquiatico. (A)
Curso temporal e (B) area sob a curva. * e *** indicam diferenca estatisticamente
significativa em relag@o ao grupo controle (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). n=7-9.
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Figura 28 — Efeito induzido pela metformina (Metf; 250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., 8° dia
apas cirurgia) sobre a alodinia mecéanica induzida por constricdo do nervo isquiatico. (A)
Curso temporal e (B) area sob a curva. ** e *** jndicam diferenca estatisticamente
significativa em relagcéo ao grupo controle (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=7-9.
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Figura 29 — Efeito induzido pela metformina (Metf; 250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., 9° dia
apas cirurgia) sobre a alodinia mecéanica induzida por constricdo do nervo isquiatico. (A)
Curso temporal e (B) area sob a curva. * e *** indicam diferenca estatisticamente
significativa em relagéo ao grupo controle (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=7-9.
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5.5 Efeito induzido pela metformina sobre a atividade motora

A atividade motora dos camundongos foi avaliada na haste girante com o
objetivo de validar os resultados obtidos nos modelos de dor. A metformina,
nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg, ou o veiculo (grupo controle) ndo
alteraram o tempo de permanéncia dos animais na haste girante. Entretanto, o
fenobarbital reduziu significativamente esse tempo para aproximadamente 22 s
(Figura 30).
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Figura 30 — Efeito induzido pela metformina (250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h) ou pelo
fenobarbital (40 mg/kg, p.o., -1 h) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na
haste girante. *** indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle (p<0,001). n=8.

5.6 Efeito induzido pela metformina sobre o edema de pata induzido por
carragenina

A atividade da metformina no modelo de edema de pata induzido por
carragenina foi avaliada por meio de dois protocolos. No primeiro protocolo, a
metformina foi administrada 1 h antes da inje¢do de carragenina. A injecédo i.pl.
de carragenina induziu edema de pata acentuado. No grupo controle com
carragenina, as variagbes médias do volume da pata dos animais foram de 39,
83 e 51 uL na 23 na 4% e na 62 h, respectivamente. O tratamento com
dexametasona inibiu a formacdo do edema de pata induzido por carragenina.
As variagBes médias de volume de pata do grupo de animais que recebeu esse

tratamento foram de 16 yL na 42 h e 6 yL na 6 2 h. A metformina reduziu o
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edema de pata induzido por carragenina. Para as doses de 250, 500 e 1000
mg/kg, os valores médios de variacdo do volume da pata foram de 47, 34 e 15
ML, respectivamente, na 42 h e 29, 20 e 5 L, respectivamente, na 6% h apos a

administracdo de carragenina (Figura 31).

No segundo protocolo, a metformina foi administrada 1 h apds a injecdo de
carragenina. Nesse protocolo, os valores médios de variagdo do volume da
pata dos animais do grupo controle com carragenina foram de 61, 124 e 131 uL
na 22, na 42 e na 62 apos a administracao de carragenina, respectivamente. O
tratamento com dexametasona atenuou o edema de pata induzido por
carragenina, sendo que as variacbes médias do volume de pata desses
animais foram de 47 e 27 uL na 42 e na 62 h, respectivamente. O tratamento
com metformina atenuou o edema de pata induzido por carragenina. Para as
doses de 250, 500 e 1000 mg/kg, os valores médios de variacdo do volume da
pata foram de 92, 59 e 44 uL, respectivamente, na 42 h e 70, 67 e 30 L,

respectivamente, na 62 h apds a administracao de carragenina (Figura 32).

5.7 Efeito induzido pela metformina sobre a pleurisia induzida por
carragenina

A injecdo de carragenina induziu intenso acumulo de leucdcitos, principalmente
neutrdfilos, na cavidade pleural dos camundongos. O acumulo celular apos a
injecao intrapleural de PBS foi significativamente menor que aquele induzido
por carragenina, indicando nao haver interferéncia do veiculo na migracdo
celular. O pré-tratamento com metformina, na dose de 1000 mg/kg, reduziu
significativamente o acumulo de leucdcitos totais e neutréfilos induzido por

carragenina (Figura 33).
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Figura 31 - Efeito induzido pela metformina (Metf; 250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h) ou
pela dexametasona (Dexa; 10 mg/kg, p.o., -1 h) sobre o edema de pata induzido por
carragenina. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. ** e ** indicam diferenca

estatisticamente significativa em
respectivamente). n=8.

relacdo ao grupo controle (p<0,01 e p<0,001,
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Figura 32 - Efeito induzido pela metformina (Metf; 250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., 1 h) ou
pela dexametasona (Dexa; 10 mg/kg, p.o., 1 h) sobre o edema de pata induzido por
carragenina em camundongos. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. * ** e ***
indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,05,
p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=7.
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Figura 33 — Efeito induzido pela metformina (250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h) sobre a
migragcao de leucdcitos totais (A) ou neutréfilos (B) induzida por carragenina. * indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05). n=6.
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5.8 Efeitos induzidos pela naltrexona, ciproheptadina e glibenclamida
sobre a atividade antinociceptiva da metformina

No protocolo em que foi avaliado o efeito induzido pela naltrexona sobre a
atividade antinociceptiva da metformina no modelo de placa quente, a laténcia
do grupo controle foi de aproximadamente 12 s. A metformina, na dose de
1000 mg/kg, inibiu a resposta nociceptiva, aumentando a laténcia para,
aproximadamente, 22 s. A naltrexona, administrada isoladamente na dose de
10 mg/kg, ndo induziu alteracdo estatisticamente significativa da laténcia. A
laténcia média desse grupo foi de, aproximadamente, 16 s, ndo diferindo
estatisticamente daquela do grupo controle. No entanto, quando administrada
previamente a metformina, a naltrexona, na dose de 10 mg/kg, atenuou o efeito
antinociceptivo induzido por esse farmaco, reduzindo a laténcia para,
aproximadamente, 18 s (Figura 34).
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Figura 34 - Efeito induzido pela naltrexona (Nalt; 5 ou 10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antinociceptiva da metformina (Metf; 1000 mg/kg, p.0.) em modelo de placa quente. A
naltrexona foi administrada 15 min antes da metformina e essa foi administrada 1 h antes
da avaliacdo na placa. * e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacao
ao grupo controle (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). # indica diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com metformina (p< 0,05).
n=7.

No protocolo em que foi avaliado o efeito induzido pela ciproheptadina sobre a
atividade antinociceptiva da metformina em modelo de placa quente, a laténcia
do grupo controle foi de, aproximadamente, 14 s. A metformina, na dose de
1000 mg/kg, inibiu a resposta nociceptiva, aumentando a laténcia para,

aproximadamente, 25 s. A ciproheptadina, administrada isoladamente na dose
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de 10 mg/kg, ndo alterou a laténcia. A laténcia média desse grupo foi de,
aproximadamente, 13 s, ndo diferindo estatisticamente daquela do grupo
controle. No entanto, quando administrada previamente a metformina, a
ciproheptadina, na dose de 5 mg/kg, atenuou o efeito antinociceptivo induzido
por esse farmaco, reduzindo a laténcia para, aproximadamente, 19 s. A dose
de 10 mg/kg reverteu o efeito antinociceptivo induzido pela metformina,

reduzindo a laténcia para, aproximadamente, 14 s (Figura 35).
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Figura 35 - Efeito induzido pela ciproheptadina (Cipro; 5 ou 10 mg/kg, p.o.) sobre a
atividade antinociceptiva da metformina (Metf; 1000 mg/kg, p.0.) em modelo de placa
quente. A ciproheptadina foi administrada 30 min antes da metformina e essa foi
administrada 1 h antes da avaliagcdo na placa. *** indica diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,001). ### indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com metformina (p< 0,001).
n=7.

No protocolo em que foi avaliado o efeito induzido pela glibenclamida sobre a
atividade antinociceptiva da metformina em modelo de placa quente, a laténcia
do grupo controle foi de, aproximadamente, 14 s. A metformina, na dose de
1000 mg/kg, inibiu a resposta nociceptiva, aumentando a laténcia para,
aproximadamente, 25 s. A glibenclamida, administrada isoladamente na dose
de 40 mg/kg, nao induziu efeito sobre a laténcia. A laténcia média desse grupo
foi de, aproximadamente, 16 s, ndo diferindo estatisticamente daquela do grupo
controle. O tratamento prévio com glibenclamida, nas doses de 20 mg/kg ou 40

mg/kg, ndo alterou a atividade antinociceptiva da metformina (Figura 36).
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Figura 36 - Efeito induzido pela glibenclamida (Glib; 20 ou 40 mg/kg, p.o.) sobre a
atividade antinociceptiva da metformina (Metf; 1000 mg/kg, p.o.) em modelo de placa
quente. A glibenclamida foi administrada 30 min antes da metformina e essa foi
administrada 1 h antes da avaliacdo na placa. *** indica diferenca estatisticamente
significativa em rela¢c&o ao grupo controle (p<0,001). n=7.

5.9 Efeitos induzidos pela naltrexona, ciproheptadina e glibenclamida
sobre a atividade antialodinica da metformina

No protocolo em que foi avaliado o efeito induzido pela naltrexona sobre a
atividade antialodinica da metformina, os valores médios do limiar nociceptivo
para o grupo controle foram de aproximadamente 2,5, 2,0 e 3,0g na 22 na4%e
na 62 h apdés a administracdo de carragenina, respectivamente. O tratamento
com metformina na dose de 1000 mg/kg reduziu a alodinia mecéanica na 22 e
na 42 h. Os valores médios do limiar nociceptivo foram de 3,8 e 3,2 g,
respectivamente. A naltrexona, administrada isoladamente na dose de 10
mg/kg, ndo inibiu a alodinia mecéanica. Os valores médios do limiar nociceptivo
para esse grupo nao diferiram estatisticamente dos valores do grupo controle
(2,5, 1,7 e 1,9 g na 2% na 42 e na 62 h, respectivamente). A naltrexona, nas
doses de 5 e 10 mg/kg, ndo atenuou a atividade antialodinica da metformina
(Figura 37).

No protocolo em que foi avaliado o efeito induzido pela glibenclamida sobre a
atividade antialodinica da metformina, os valores médios do limiar nociceptivo
para o grupo controle foram de aproximadamente 2,5 g nos trés momentos de

avaliacdo. O tratamento com metformina reduziu a alodinia mecéanica. Os
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valores médios do limiar nociceptivo para o grupo que recebeu o tratamento
com metformina foram de 4,8 e 3,6 g, na 22 e na 42 h, respectivamente. A
glibenclamida, administrada isoladamente na dose de 40 mg/kg, n&o inibiu a
inducdo de alodinia mecanica. Os valores médios do limiar nociceptivo para
esse grupo nao diferiram estatisticamente dos valores do grupo controle (2,6 ,
2,0 e 2,3 gna2? na42e na6?h, respectivamente (Figura 38). A glibenclamida
na dose de 40 mg/kg, atenuou o efeito antinociceptivo induzido pela metformina
apos a administracdo de carragenina. Esse efeito foi observado apenas na 22
h, quando o Ilimiar nociceptivo observado para esse grupo diferiu
estatisticamente do grupo tratado com metformina (3,2 e 4,8 g,
respectivamente). Uma avaliagdo global indicou reducao significativa do limiar
nociceptivo no grupo tratado com glibenclamida na dose de 40 mg/kg (Figura
38B).

No protocolo em que foi avaliado o efeito induzido pela ciproheptadina sobre a
atividade antialodinica da metformina, os valores médios do limiar nociceptivo
para o grupo controle foram de 1,7, 2,0 e 1,9 g na 2% na 4% e na 62 h,
respectivamente. O tratamento com metformina reduziu a alodinia mecanica. O
valor médio do limiar nociceptivo na 22 h foi de 4,1 g. Apesar do curso temporal
ndo indicar diferenca estatistica na 4% e 62 h para o grupo tratado com
metformina em relacdo ao grupo controle, uma avaliacao global indicou que a
metformina inibiu significativamente a alodinia mecéanica. A ciproheptadina,
administrada isoladamente na dose de 10 mg/kg, ndo inibiu a alodinia
mecanica. Os valores médios do limiar nociceptivo para esse grupo nao
diferiram estatisticamente dos valores do grupo controle (2,4, 2,2 e 2,9 g na 23,
na 42 e na 62 h, respectivamente). A ciproheptadina, nas doses de 5 e 10

mg/kg, ndo alterou a atividade antinociceptiva da metformina (Figura 39).
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Figura 37 - Efeito induzido pela naltrexona (Nalt; 5 ou 10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antialodinica da metformina (Metf; 1000 mg/kg, p.o.). A naltrexona foi administrada 15
min antes da metformina e essa foi administrada 1 h antes da carragenina. (A) Curso
temporal e (B) area sob a curva. * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n=7.
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Figura 38 - Efeito induzido pela glibenclamida (Glib; 20 ou 40 mg/kg, p.o.) sobre a
atividade antialodinica da metformina (Metf; 1000 mg/kg, p.o.). A glibenclamida foi
administrada 30 min antes da metformina e essa foi administrada 1 h antes da
carragenina. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *, ** e *** indicam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). ## indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
tratado com metformina (p< 0,01). n=7.
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Figura 39 - Efeito induzido pela ciproheptadina (Cipro; 5 ou 10 mg/kg, p.o.) sobre a
atividade antialodinica da metformina (Metf; 1000 mg/kg, p.o.). A ciproheptadina foi
administrada 30 min antes da metformina e essa foi administrada 1 h antes da
carragenina. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *, * e *** jndicam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). n=7
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6 DISCUSSAO

A busca de novas terapias para pacientes acometidos por inflamacdes ou
dores agudas e cronicas € um desafio para a farmacologia moderna, haja vista
0 grande numero de doencas que provocam essas condi¢des ou se originam
das mesmas e os perfis inadequados de eficacia e seguranca de muitos

farmacos atualmente em uso.

A metformina é um farmaco tradicionalmente utilizado no tratamento de
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e apresenta atividade anti-inflamatoria
evidenciada em alguns ensaios pré-clinicos. Embora a atividade
hipoglicemiante da metformina seja associada, principalmente, a ativacdo da
AMPK, pouco se sabe sobre a acdo dessa enzima nos processos inflamatorio e
nociceptivo ou, ainda, se ha outros mecanismos envolvidos nas atividades

desse farmaco.

Neste estudo, foram avaliadas as atividades da metformina em diferentes
modelos experimentais de dor e inflamacdo. Esse farmaco apresentou
atividade em modelos de dores nociceptiva, inflamatéria e neuropatica e
também em modelos de inflamacdo como pleurisia e edema de pata,
caracterizando acdes tanto na nocicepcdo quanto na inflamacdo. Os
mecanismos que medeiam a a¢do da metformina nesses modelos parecem
envolver a participacdo de receptores opiodérgicos, serotoninérgicos e ativacao

de canais para potassio ATP-dependentes.

6.1 Atividade da metformina em modelos de dor

A exposicdo dos animais a placa quente € um dos métodos mais antigos e
amplamente utilizados para avaliagdo da nocicep¢cdo em ratos e camundongos
(GUNN et al., 2011). Nesse modelo, o estimulo térmico provoca um
comportamento nociceptivo nos camundongos pela ativacdo direta dos
nociceptores (Le BARS et al., 2001). A temperatura de 50 °C, utilizada no

experimento, ocorre ativacao de receptores da familia TRP, importantes para o
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processamento inicial da resposta nociceptiva a estimulos nocivos, tais como o
calor (TOMINAGA et al., 1998).

Alguns farmacos com atividade sobre o SNC - tais como opioides e
antidepressivos triciclicos - sado capazes de aumentar a laténcia para o
comportamento nociceptivo (LOH et al.,, 1976; MESDJIAN et al., 1983;
ROSLAND et al.,, 1988), enquanto farmacos com acdo predominantemente
anti-inflamatéria ndo induzem alteracbes desse parametro (LAVICH et al.,
2005). Uma série de fatores pode influenciar a resposta nociceptiva nesse
modelo, tais como intensidade do estimulo, sensibilidade, massa e género dos

animais e tempo de ambientacdo (GUNN et al., 2011).

A metformina elevou de forma marcante a laténcia para o comportamento
nociceptivo no modelo de placa quente, sendo a sua efichcia semelhante
aquela da dipirona. Embora a atividade da metformina ja tenha sido
demonstrada em outros modelos de dor, o presente estudo representa a
primeira demonstracdo da atividade da metformina em um modelo de dor
nociceptiva. A atividade da metformina nesse modelo experimental sugere
acdes no processamento nociceptivo no SNC ou nos mecanismos de ativacéo

direta dos nociceptores sensiveis a estimulos térmicos.

A atividade da metformina também foi demonstrada em um modelo de dor
inflamatdria induzida por carragenina. A carragenina € uma mistura de
polissacarideos extraida de algas marinhas da familia Rhodophyceae e
composta, principalmente, por D-galactose sulfatada. Os modelos de alodinia
mecanica e edema de pata induzidos por carragenina tém sido frequentemente
utilizados na investigacdo das atividades analgésica e anti-inflamatoria de
farmacos ou candidatos a farmacos desde a demonstracdo de que a injecéo
i.pl. dessa mistura de polissacarideos em ratos levava ao desenvolvimento de
um processo inflamatério local (CRUNKHORN & MEACOCK, 1971; DIROSA,
1972).
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A injecdo i.pl. de carragenina induz uma resposta inflamatéria aguda com
liberacdo de diversos mediadores inflamatérios que levam a formacédo de

edema e ao desenvolvimento de alodinia mecéanica (POSADAS et al., 2004).

No presente estudo, a alodinia mecéanica induzida pela injecao i.pl. de
carragenina foi inibida pela metformina. A atividade da metformina em outro
modelo de dor inflamatéria também foi demonstrada por Russe et al. (2013).
Nesse estudo, os autores demonstraram que a metformina inibe a hiperalgesia
induzida pela injecéo i.pl. de zimosano, um polissacarideo obtido de fungos e
tradicionalmente usado em modelos de inflamacdo (MELLER & GEBHART,
1997).

Tendo em vista os resultados anteriores indicando a atividade da metformina
em modelos de dor nociceptiva e de dor inflamatéria, a atividade desse
farmaco foi avaliada em outro modelo experimental de dor que agrega
aspectos tanto da dor nociceptiva quanto da dor inflamatéria. A resposta
nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos constitui-se de duas
fases. A primeira fase, que apresenta caracteristicas de um modelo de dor
nociceptiva, ocorre entre 0 e 5 min apds a administracao do estimulo e envolve
a ativacao direta de nociceptores, principalmente fibras C. A segunda fase, que
apresenta caracteristicas de um modelo de dor inflamatéria, ocorre entre 15 e
30 min apo6s a administracdo do formaldeido e esta associada a producao de
varios mediadores inflamatérios (TIGLSEN et al., 1992). Farmacos analgésicos
com acdo predominantemente central, como os opioides, bem como alguns
AINEs em doses mais elevadas, como o acido acetilsalicilico, tem acdo sobre
ambas as fases, enquanto farmacos com acdo predominantemente anti-
inflamatoria, como a maioria dos AINEs, geralmente inibem apenas a segunda
fase (HUNSKAAR & HOLE, 1987; TIJLSEN et al., 1992).

A metformina atenuou a primeira fase da resposta nociceptiva induzida pelo
formaldeido. Embora essa atividade ainda nao tivesse sido relatada em
estudos anteriores, esse resultado era esperado, uma vez que, no presente

estudo, fora demonstrada a atividade da metformina no modelo de placa
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qguente, sugerindo sua ac¢do no processamento nociceptivo no SNC ou nos

mecanismos de ativacéo direta dos nociceptores por estimulos quimicos.

A segunda fase da resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido foi
totalmente inibida pela metformina. Outros autores também descreveram a
atividade da metformina na segunda fase desse teste (MONTES et al., 2012;
RUSSE et al., 2013). Embora drogas ou farmacos que inibem o processamento
nociceptivo no SNC possam inibir ambas as fases da resposta nociceptiva
induzida pelo formaldeido, a inibicho marcante da segunda fase dessa resposta
indica que a atividade da metformina também pode estar associada a inibicdo
da producao e/ou acdo de mediadores inflamatérios que tém papel relevante
nesse processo. Esse resultado vai ao encontro daquele observado no modelo
de dor inflamatéria induzida por carragenina, no qual a metformina também

apresentou atividade.

No presente estudo, também foi demonstrada a atividade da metformina em
um modelo de dor neuropéatica. A metformina inibiu a alodinia mecanica
induzida pela constricdo cronica do nervo isquiatico. Outros autores
demonstraram a atividade da metformina em modelos de dor neuropética. Mao-
Ying et al. (2014) demonstraram que a metformina atenua a alodinia e a
hiperalgesia em um modelo de neuropatia diabética, enquanto Melemedjian et
al. (2011) demonstraram que esse farmaco atenua a alodinia mecéanica
induzida pela constricdo de nervo bem como as alteracBes bioquimicas
associadas a sensibilizacdo. A atividade da metformina em modelos de dor
neuropatica representa um resultado de grande interesse quando se vislumbra
0 reposicionamento desse farmaco, uma vez que ha poucas alternativas

farmacoterapéuticas Uteis para o alivio dessa categoria de dor.

Uma vez que a metformina ndo alterou o tempo de permanéncia dos
camundongos na haste girante, € muito pouco provavel que a atenuacdo do
comportamento nociceptivo induzida por esse farmaco nos modelos
anteriormente indicados seja resultado de comprometimento da atividade

motora ou de relaxamento muscular. Essa observacdo é importante para
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validar os resultados encontrados e indica que a reducdo do comportamento
nociceptivo nos diferentes modelos experimentais resulta de uma atividade

antinociceptiva genuina da metformina.

A atividade da metformina em modelos de dores nociceptiva, inflamatoria e
neuropatica indica que esse farmaco pode afetar tanto o processamento
periférico quanto central da resposta nociceptiva. A inibicdo da resposta
nociceptiva induzida por calor e da primeira fase da resposta nociceptiva
induzida por formaldeido permite sugerir que a metformina pode inibir o
processamento nociceptivo no SNC ou os mecanismos de ativacdo direta dos

nociceptores por estimulos quimicos.

Por outro lado, a inibicho marcante da segunda fase da resposta nociceptiva
induzida por formaldeido, bem como da alodinia mecéanica induzida por
carragenina ou por constricdo de nervo, indica que a metformina pode inibir a
producdo e/ou acdo de mediadores inflamatorios importantes para essas
respostas. Ha demonstracdo de que a metformina inibe a producéo de varios
mediadores inflamatérios in vivo (KATO, 2010; PARK et al., 2012; YUAN et al.,
2012; XU et al., 2015; CAHOVA et al., 2015; LEE et al., 2015), o que pode
contribuir para explicar a atividade do farmaco nos modelos anteriormente
indicados. No presente estudo, foi demonstrado que a metformina também
inibe a migracdo de leucdcitos para o sitio inflamatorio. Esse efeito também
pode contribuir para a atividade da metformina em modelos de dor inflamatéria
e neuropatica, uma vez que essas células produzem mediadores que tem
papel relevante na génese da sensibilizagdo dos nociceptores induzida pela
inflamacdo ou por lesbes de nervos (COLLINS, 1999; SCHOLZ & WOOLF,
2002).

Tendo em vista que a metformina € um ativador da AMPK, é possivel que a
ativacdo dessa enzima contribua para a atividade antinociceptiva observada
nos diferentes modelos experimentais. Embora no presente estudo nao tenha
sido realizada uma investigacdo direta do papel da AMPK nas atividades da

metformina, ha varios estudos indicando que essa enzima desempenha papel
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relevante no processamento nociceptivo e que a sua ativacdo pode mediar a

atividade de diferentes drogas em modelos de dor e inflamagao.

Russe et al. (2013) demonstraram que a metformina inibe a hiperalgesia
induzida por zimosano via ativacdo de AMPK, uma vez que a atividade do
farmaco nao foi observada em animais deficientes para essa enzima. Estudos
demonstram que o resveratrol, um ativador da AMPK, reverte a hiperalgesia
induzida por carragenina (PHAM-MARCOU et al., 2008) e zimosano (GENTILLI
et al.,, 2001) em ratos. Por sua vez, Gui et al. (2015) demonstraram que a
ativacdo da AMPK esta relacionada a atividade antialodinica da troxerrutina em
modelo de constricdo de nervo em camundongos. Também h& evidéncias de
gue a metformina e outros ativadores de AMPK inibem a resposta nociceptiva
em modelos de dor inflamatoria induzida por inciséo (TILLU et al., 2012, PRICE
& DUSSOR,; 2014; PRICE et al., 2015).

A AMPK também é capaz de regular varios processos celulares, incluindo
agueles relacionados ao surgimento da dor neuropatica. Sabe-se que a
neuroinflamacédo e disfuncbes nos transportadores de glutamato no corno
dorsal da medula estdo relacionados a génese da dor neuropatica. Varias
intervencdes farmacoldgicas indicam que ativadores da AMPK apresentam
atividade em modelos de dor neuropatica. Song et al. (2015) demonstraram
gue o resveratrol atenua a alodinia mecéanica e a neuroinflamacéo induzidas
por tumor 6sseo em ratos. Esses autores demonstraram também que um
inibidor da AMPK reverte a atividade do resveratrol, evidenciando o
envolvimento dessa enzima na antinocicepcdo induzida por esse polifenol.
Outros estudos recentes demonstraram que a metformina e outros ativadores
da AMPK atenuam a sensibilizacdo em modelos de lesdo do nervo isquiatico,
neuropatia periférica induzida por quimioterapia e neuropatia diabética
(MELEMEDJIAN et al., 2011, TILLU et al., 2012, PRICE & DUSSOR; 2014;
PRICE et al., 2015).

Investigacbes moleculares também tem proporcionado resultados que indicam

o papel da AMPK na génese da dor neuropatica. Em estudo conduzido por
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Maixner et al. (2015), foi demonstrado que a atividade da AMPK esta reduzida
no corno dorsal da medula de ratos com hiperalgesia térmica induzida por
lesédo no nervo. Essa diminuicdo da atividade foi acompanhada por ativacéo de
astrocitos, aumento da producédo de IL-13 e ativacdo da glicogénio sintase
cinase 3, além de supressdo da expressao do transportador de glutamato 1,
processos moleculares que participam da génese da dor neuropatica
(DANBOLT, 2001; SUNG et al., 2003; NIE & WENG, 2010; YAN et al., 2014).
Em animais deficientes para AMPK ocorre exacerbacédo da alodinia mecanica
induzida por zimosano (RUSSE et al., 2013). Também ha evidéncias de que a
reducdo da atividade da AMPK possa contribuir para a alodinia mecéanica em
um modelo de dor neuropética induzido por diabetes experimental (MA et al.,
2015).

Embora exista demonstragdo inequivoca da ativagdo da AMPK pela
metformina e também que essa enzima desempenha papel importante no
processamento nociceptivo, € provavel que a atividade desse farmaco em
modelos de dor ndo resulte exclusivamente da ativacdo dessa enzima. Em
estudo conduzido por Russe et al. (2013), foi observado que animais
deficientes para AMPK apresentaram laténcia para resposta nociceptiva no
modelo de placa quente semelhante aquela dos animais selvagens. Esse
resultado vai de encontro aquele observado no presente estudo, no qual foi
demonstrado que a metformina aumentou a laténcia para a resposta
nociceptiva nesse modelo experimental, indicando que outros mecanismos que

nao ativacdo da AMPK possam estar envolvidos.

Outra via que pode ser relevante para a atividade antinociceptiva da
metformina envolve os receptores imidazolinicos. Esses receptores formam
uma familia (11, 12 e 13) e reconhecem compostos de estrutura imidazolinica (LI
& ZHANG, 2011). Sabe-se gque esses receptores, especialmente os do tipo 12,
estdo envolvidos na modulagéo do processamento nociceptivo e que agonistas
desses receptores apresentam atividade em modelos de dor inflamatoria
induzida por CFA e dor neuropatica induzida por constricdo de nervo em
camundongos (HEAD & MAYROV, 2006; LI & ZHANG, 2011; LI et al., 2014).
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Uma vez que ha evidéncias de que compostos contendo o grupo guanidina,
tais como a metformina, sdo capazes de atuar como agonistas de receptores
do tipo 12 (LEE et al.,, 2011), pode-se sugerir que a interacdo com esses
receptores seja um mecanismo importante para a atividade antinociceptiva da

metformina e moléculas estruturalmente relacionadas.

6.2 Atividade da metformina em modelos de inflamacgéo

A atividade da metformina também foi avaliada em dois modelos de
inflamacé&o, o edema de pata e a pleurisia induzidos por carragenina. O edema
de pata e a pleurisia induzidos, respectivamente, pela injecdo intraplantar e
intrapleural de carragenina sdo modelos amplamente usados para a
investigacdo de candidatos a farmacos anti-inflamatérios. O edema induzido
por carragenina, avaliado principalmente pelo aumento do volume da pata
injetada, é resultado da vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade
vascular, que culminam com extravasamento de liquido para o intersticio. Por
sua vez, a pleurisia induzida por carragenina é avaliada pelo acumulo de
células inflamatorias, principalmente neutrofilos, na pleura. A resposta
inflamatéria induzida por carragenina nos dois modelos é resultado da acao de
varios mediadores de diferentes naturezas (FRODE et al., 2001; FRODE et al.,
2002; MORRIS, 2003).

Em concordancia com o resultado obtido no modelo de dor inflamatéria
induzida por carragenina, a metformina também inibiu o edema de pata e o
acumulo de células inflamatérias na pleura induzidos por esse estimulo. No
modelo de edema de pata, assim como no modelo de alodinia mecanica, a
metformina apresentou atividade quando administrada previamente ou
posteriormente a carragenina. E importante ressaltar que nesse modelo, a
eficacia da metformina foi semelhante a da dexametasona, mesmo guando
administrada apos o estimulo inflamatério. Resultado semelhante foi obtido por
Russe et al. (2013) ao demonstrarem que a metformina inibe o edema de pata

induzido por zimosano em ratos. Chen et al. (2015) também demonstraram que
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a metformina atenua o acumulo de macréfagos e neutréfilos nos pulmdes em

um modelo de displasia broncopulmonar em ratos neonatos.

A inibicdo do edema de pata e da pleurisia induzidos por carragenina em
animais tratados com metformina pode estar associada ao efeito inibitério
induzido por esse farmaco sobre a producdo de varios mediadores
inflamatorios. Metformina inibe a producéo de TNF-a e IL-6 (PARK et al., 2012;
YUAN et al., 2012; CAHOVA et al., 2015; XU et al., 2015), IL-13 (CAHOVA et
al., 2015), IL-17 (LEE et al., 2015) e NO (KATO, 2010), mediadores que tém
papel importante na indugcdo do edema (COLLINS, 1999; SHERWOOD &
TOLIVER-KINSKY, 2004) e da pleurisia (FRODE et al., 2001; FRODE et al.,
2002; LUCHESE et al., 2012; ALLEGRA et al., 2014).

Considerando-se que a metformina € um ativador da AMPK, poderia ser
sugerido que a ativacdo dessa enzima contribui para a atividade do farmaco
nos dois modelos avaliados. Entretanto, o papel da AMPK no controle das
respostas avaliadas € controverso. Russe et al. (2013) demonstraram que o
efeito inibitério induzido pela metformina sobre o edema de pata induzido por
zimosano ndo € observado em animais deficientes para AMPK, indicando que
a ativacdo dessa enzima inibe o processo inflamatério e medeia a atividade do
farmaco. Por outro lado, em modelos de inflamacé&o nos quais a quimiotaxia foi
avaliada, ha evidéncias de que ativadores da AMPK aumentam (PARK et al.,
2013) ou reduzem (RAMESHRAD et al.,, 2016) o acumulo de leucdcitos em
sitios inflamatorios. Os resultados do presente estudo, bem como aqueles de
outros estudos, indicam que a metformina inibe véarias manifestacbes da
resposta inflamatoria por meio de mecanismos que nao necessariamente estao

associados a ativacado da AMPK.
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6.3 Avaliacdo do papel da ativacdo de vias opioidérgicas,
serotoninérgicas e de canais para potassio ATP-dependentes na atividade

antinociceptiva da metformina

Véarios estudos indicam que a ativacdo de vias opioidérgicas (YAKSH &
WALLACE, 2012), serotoninérgicas (YAKSH, 1978; JURGENSEN et al., 2005;
MICOV et al., 2010) e de canais para potassio ATP-dependentes (ALVES &
DUARTE, 2002; ALVES et al., 2004; LEON-REYES et al., 2009; LIMA et al.,
2010) contribuem para a atividade de varias drogas ou farmacos em diferentes
modelos experimentais de dor. Entretanto, ndo h& estudos que tenham
investigado o papel dessas vias na atividade antinociceptiva da metformina.

Visando investigar o papel de receptores opioidérgicos, serotoninérgicos e de
canais para potassio ATP-dependentes na atividade da metformina em um
modelo de dor nociceptiva e em um modelo de dor inflamatéria, foram
utilizadas trés ferramentas farmacoldgicas: naltrexona, ciproheptadina e
glibenclamida. A naltrexona é um antagonista ndo seletivo de receptores
opioides (YAKSH & WALLACE, 2012), enquanto a ciproheptadina € um
antagonista de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HTy,, que também possui
acdo anti-histaminica (STONE et al., 1961). A glibenclamida é um
hipoglicemiante da classe das sulfonilureias cujo principal mecanismo de acéo
€ a inibicdo da abertura de canais para potassio ATP-dependentes (LUZI &
POZZA, 1997). Esses farmacos representam importantes ferramentas para a
investigacdo de possiveis mecanismos de acdo de farmacos analgésicos e

anti-inflamatérios.

O envolvimento de vias opioidérgicas, serotoninérgicas e de canais para
potassio ATP-dependentes nas atividades da metformina variou em funcao do

modelo experimental de dor.

A naltrexona atenuou parcialmente a atividade antinociceptiva da metformina
em um modelo de dor nociceptiva, mas ndo em um modelo de dor inflamatoria.

A atenuacao da atividade da metformina em animais previamente tratados com
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naltrexona indica que esse farmaco poderia interagir com receptores opioides
ou estimular a liberacdo de peptideos opioides enddgenos, o que poderia
contribuir para a atividade antinociceptiva em alguns modelos experimentais.
Embora ndo exista demonstracdo da interacdo da metformina com receptores
opioides, ha estudos demonstrando que esse farmaco induz aumento da
concentracdo plasmatica de B—endorfina, um peptideo opioide que interage
preferencialmente com receptores p e & (GHELARDINI et al.,, 2015), em
humanos (CHENG et al., 2006) e em ratos (LEE et al., 2011).

A serotonina é uma amina biogénica que possui um papel complexo no
processamento da resposta nociceptiva contribuindo tanto para a
sensibilizacdo de nociceptores no SNP quanto para a inibicdo da nocicepcéo
no SNC (MILLAN, 2002; VIGUIER et al., 2013). A ciproheptadina, quando
administrada previamente a metformina, inibiu completamente sua atividade no
modelo de dor nociceptiva, mas ndo no modelo de dor inflamatéria. A inibicdo
da atividade da metformina em animais previamente tratados com
ciproheptadina indica que esse farmaco poderia interagir com receptores
serotoninérgicos ou facilitar a neurotransmissao serotoninérgica, o que poderia
contribuir para a atividade antinociceptiva em alguns modelos experimentais.
Embora ndo exista demonstracdo da interacdo da metformina com receptores
serotoninérgicos, ha estudo demonstrando que esse farmaco inibe de forma
concentracdo-dependente a recaptacdo de serotonina em células que
expressam os transportadores OCT1, OCT3 e SERT (YEE et al., 2015).

Sabe-se que a atividade antinociceptiva de diversos farmacos e drogas, entre
0s quais o diclofenaco e a dipirona (ALVES & DUARTE, 2002; ALVES et al.,
2004) e agonistas de receptores opioides (YANG et al., 1998; RODRIGUES et
al., 2005; KHANNA et al., 2011), é atenuada por bloqueadores de canais para
potassio ATP-dependentes. Embora ndo tenha alterado a atividade da
metformina no modelo de dor nociceptiva, a glibenclamida aboliu a atividade da
metformina no modelo de dor inflamatdria. Esse resultado sugere que a
ativacdo de canais para potassio ATP-dependentes representa um evento

importante mediando a atividade antinociceptiva da metformina no modelo de
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dor inflamatéria. Uma vez que metformina € um ativador da AMPK, o
envolvimento de canais para potassio ATP-dependentes na sua atividade
antinociceptiva pode representar um evento esperado, tendo em vista
resultados de outros estudos. Ha evidéncias da interacdo entre AMPK e canais
para potassio ATP-dependentes. Varios estudos in vitro indicam que a AMPK
regula de forma positiva a funcdo desses canais em varios tecidos e 6rgaos,
incluindo pancreas, miocardio e cérebro (IKEMATSU et al., 2011; PARK et al.,
2013; SHEN et al., 2013; SHEN et al., 2014). Estudo in vivo conduzido por
Gaskin et al. (2009) forneceu suporte a essa interacdo, ao demonstrar que
inibidores de canais para potassio ATP-dependentes atenuam a atividade de
um ativador de AMPK em modelo de leséo resultante de isquemia seguida de

reperfusao.

Tendo em vista os modelos avaliados no presente estudo, sugere-se que a
atividade da metformina em modelo de dor nociceptiva, mas ndo de dor
inflamatoria, envolve a ativagédo de vias opioidérgicas e serotononinérgicas. Por
sua vez, em modelo de dor inflamatéria, sugere-se que a ativacdo de canais
para potassio ATP-dependentes representa um evento mais relevante que a
ativacdo de vias opioidérgicas e serotoninérgicas. O envolvimento de diferentes
mecanismos na atividade da mesma droga ou farmaco em diferentes modelos
experimentais pode estar associado a diferencas dos processamentos
nociceptivos. Outros estudos fornecem suporte a essa sugestdo ao demonstrar
gue antagonistas diversos, incluindo opioides seletivos, opioides ndo seletivos
e histaminérgicos, afetam de forma diferente os efeitos induzidos pela mesma
droga em diferentes modelos experimentais de dor (GOODCHILD et al., 1997;
THONGPRADICHOTE et al., 1998; GIRARD et al., 2004).

6.4 Limitacbes

Os resultados do presente estudo sdo promissores quando se tem em
perspectiva o reposicionamento da metformina como um farmaco analgésico e
anti-inflamatoério. Porém, sabe-se que a translacdo de resultados de ensaios

pré-clinicos para ensaios clinicos €é limitada, principalmente quando se trata de
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candidatos a farmacos com atividade analgésica. Ha um nimero muito elevado
de moléculas que apresentam atividade antinociceptiva em ensaios pré-
clinicos, um resultado que contrasta com o reduzido niumero de farmacos
analgésicos aprovados nas ultimas décadas (KISSIN et al., 2010; PERCIE DU
SERT & RICE, 2014). Dessa forma, embora os resultados sejam promissores,
ndo se pode afirmar que os resultados positivos obtidos em ensaios pré-

clinicos venham a ser reproduzidos em ensaios clinicos.

Também devem ser ressaltadas as limitacdes inerentes aos préprios modelos
experimentais utilizados, nos quais os parametros nociceptivos utilizados se
baseiam principalmente em respostas de esquiva, ou seja, uma avaliacdo de
aspectos gue se relacionam mais a dimensédo sensorial e menos a dimensao
afetiva da dor (MOGIL & CRAGER, 2004; ZHANG et al., 2011; MATSUMIYA et
al., 2012).

Outro ponto a ser considerado remete ao possivel reposicionamento desse
farmaco para o tratamento de pacientes com dor crébnica. Embora a metformina
seja um farmaco com um perfil de seguranca bastante favoravel, pouco se
sabe sobre os efeitos induzidos pelo seu uso prolongado por pacientes néo
diabéticos. Embora a metformina seja prescrita para pacientes ndo diabéticos,
como mulheres com sindrome do ovario policistico, deve ser ressaltado que
essas pacientes apresentam resisténcia a insulina e o tratamento ocorre por
periodos curtos (LORD et al., 2003; SILVA et al., 2006).

6.5 Perspectivas

A metformina é um farmaco amplamente utilizado no tratamento de pacientes
com diabetes mellitus tipo 2, apresentando um perfil de seguranca bem
caracterizado. Os resultados do presente estudo fornecem suporte a proposta
de reposicionamento da metformina como um farmaco analgésico e anti-
inflamatorio. Alguns aspectos associados as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria da metformina e identificados no presente estudo sdo relevantes

quando se tem em perspectiva 0 reposicionamento desse farmaco. A
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demonstracdo da atividade da metformina mesmo quando a inflamacéo e a
sensibilizacdo das vias nociceptivas estdo estabelecidas representa um
resultado expressivo do ponto de vista clinico, considerando que os pacientes
acometidos de condi¢cdes inflamatérias e dolorosas tradicionalmente usam
medicamentos contendo farmacos anti-inflamatorios ou analgésicos quando ja
houve producdo marcante de mediadores que causam mudancas fenotipicas
de nociceptores e alteracées vasculares extensas. Outro aspecto relevante,
considerando que a maioria dos farmacos analgésicos atualmente disponiveis
apresenta eficacia reduzida em pacientes com dor neuropatica, foi a
demonstracao da atividade da metformina em um modelo de alodinia mecénica
induzida pela constricdo de nervo. Em modelos de dor e edema inflamatorios, a
metformina apresentou eficacia igual ou superior aquela de farmacos
tradicionais como indometacina e dexametasona. Por fim, a demonstracdo de
que a atividade da metformina se mantém com administracdes repetidas em
um modelo de dor neuropatica € um resultado relevante quando se considera
gue pacientes com dores crénicas séo tratados com farmacos analgésicos por

longos periodos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a metformina apresenta
atividade em modelos de dores nociceptiva, inflamatéria e neuropética e
também em modelos de edema inflamatorio e pleurisia. Embora a metformina
seja um ativador da AMPK, outros mecanismos podem estar envolvidos na
atividade antinociceptiva desse farmaco, incluindo a ativacdo de vias
opioidérgicas, serotoninérgicas e de canais para potassio ATP-dependentes.
Os resultados indicam que a metformina apresenta atividade mesmo quando a
resposta inflamatéria e a sensibilizacdo das vias nociceptivas ja estdo
estabelecidas e eficacia semelhante aguela de farmacos anti-inflamatorios e
analgésicos tradicionais. Esse perfil indica que a metformina possui potencial
elevado para ser reposicionado como farmaco util para o tratamento de

pacientes com condi¢c@es inflamatoérias e dolorosas.
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