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Rezumat

Cercetarile din ultimii ani in domeniul algeziologiei au demonstrat existenta mai multor tipuri de durere
cu mediatie complexa ceea ce a atras utilizarea unor compusi din alte clase decat analgezicele clasice
pentru tratamentul durerii. Scopul acestei lucrari este de a demonstra actiunea antinociceptiva la soarece
a valproatului de sodiu. In prezenta lucrare se utilizeaza trei modele de nociceptie care utilizeaza stimul
chimic, termic si presiune si un model de inflamatie acuta indusa prin carrageenan. S-a lucrat pe soareci
albi masculi, Swiss cu greutati cuprinse intre 20-30 g. Administrarea valproatului s-a efectuat pe cale
orala prin administrarea unor secvente de doze In progresie geometrica. In urma analizei statistice s-au
obtinut valori DE5O0 ale valproatului de sodiu pentru fiecare model de nociceptie dupa cum urmeaza: DEsg
=21.773 £ 6.786 mg/kg pentru modelul de nociceptie cu Zymosan A, DEsp =11.807 + 4.035 mg/kg, pentru
testul Hot plate, DEsg = 19.247 + 2.207 mg/kg pentru testul Randall-Sellitto. Actiunea valproatului se
explica prin inhibarea citokinelor proinflamatoare de tip TNf-alfa, IL1, beta, IL6 si a mediatorilor de tip
PGE2. Experimentele s-au efectuat in accord cu legislatia in vigoare in ceea ce priveste lucrul cu
animalele de laborator.

Abstract

Recent research in the field of algesiology demonstrated the existence of several types of pain, with
complex mediation cascades. This fact prompted the use of compounds from other drug families than
classical analgesics for the treatment of pain. The purpose of this paper is to demonstrate the
antinociceptive action of sodium valproate in mice. This investigation relies on three nociception models
that use chemical, thermal, mechanical (pressure) stimuli, and a model of acute inflammation induced by
carrageenan. The investigations were made using male white Swiss mice, weighing 20-30 grams.
Valproate administration has been made orally, using geometric progression dose sequences. According
to the statistical analysis, we obtained values of EDsg for sodium valproate for each nociception model as
follows: EDsp = 21.773 + 6.786 mg/kg for the nociception model with Zymosan A, EDsy = 11.807 + 4.035
mg/kg, for the hot plate test, EDsp = 19.247 + 2.207 mg/kg for the Randall-Sellitto test. The action of the
valproate is explained by the inhibition of pro-inflammatory cytokines like TNF-a, IL1B, IL6 and
prostaglandin mediators like PGE2. The experiments were made according to the European and
Romanian legislation that concerns working with lab animals.

Introducere multor tipuri de durere cu mediatie
complexa.
In ultimii ani durerea a fost privita nu Avand in vedere neuromediatorii

doar ca simptom ci ca o boalda in sine. implicati, cercetatorii au cdutat noi posibilitti
Cercetarile in domeniul algeziologiei s-au terapeutice in tratamentul durerii.

extins si au adus in discutie existenta mai Medicamente din alte clase decat
analgezicele opioide si nonopioide sau
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antiinflamatoare nesteroidiene (AINS) si-au
dovedit actiunea analgezica  singure
(antidepresive triciclice, anticonvulsivante)
sau Tn asociere cu alte substante.

O serie de anticonvulsivante cum ar fi
carbamazepina sau acidul valproic sunt utile
in nevralgia de trigemen sau durerea
neuropata [14].

In lucrarea de fatd se tenteaza
demonstrarea actiunii antinociceptive a
valporoatului de sodiu, la soarece, printr-o
serie de modele de nociceptie care implica
diferite mediatii.

1. Material si Metoda

Studiul s-a realizat de soareci masculi
Swiss  (Sursa Institutul  Cantacuzino
Bucuresti) cu greutatea 20-30 g. Animalele
au fost plasate n custi de plexiglas,
prevazute cu adapator.

Conditile de habitat s-au realizat Tn
incinta laboratorului de Farmacodinamie
experimentalda din cadrul disciplinei de
Farmacodinamie si Farmacie clinica, UMF
,arigore T. Popa” lasi, intr-o camera cu
temperatura si umiditate controlata (21°C +
2°C), si un ciclu de lumina / intuneric,12ore /
12 ore (07.00 AM / 07.00 PM).

Animalele au primit ad libitum apa si
hrana standard (Biobaza Baneasa).

Testarile au fost efectuate in incepéand
cu orele 10.00 AM iar cu 3 ore Tnainte de
testari s-a sistat accesul la hrana si apa.

Toate procedeele experimentale utilizate
in realizarea acestui studiu au fost in stransa
concordanta cu normele specifice aprobate
in UMF ,Grigore T. Popa” si reglementarile
bioetice internationale  referitoare la
experientele realizate animale de
laborator [18].

In aceste studii pentru demonstrarea
actiunii antinociceptive s-a utilizat:

e valproatul de sodiu (Sigma),

e Zymosan A (Sigma),

e Carrageenan lambda (Sigma),

e CMC-Na (Sigma), si

o ser fiziologic (Zentiva).

pe
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Cercetarile nociceptive au avut la baza
stimul chimic, termic, mecanic dupa cum
urmeaza: Testul raspunsului constrictiv
abdominal (metoda Iui Siegmund si col.
1957, tehnica lui Koster si col. 1959) indus
prin Zymosan A, consta in administrarea
intraperitoneala a unei suspensii de
Zymosan A in doza de 40mgkgc™.

Se inregistreaza numarul de raspunsuri
constrictive abdominale timp de 12 minute
dupa administrarea agentului iritant [13].

Interpretarea datelor a fost de tip cuantal
caracterizatd de prezenta sau absenta
raspunsului calculandu-se efectul maxim
posibil dupa formula:

% (antinociceptie) inhibitie = (nr. non-
responderi / nr total de animale) x 100 [11].

Testul Hot plate (metoda lui Woolfe si
Mac Donald (1944) modificata de Eddy si
Laborit (1953), are la baza aplicarea
stimulului  termic  (52.5°C), timp de 30
secunde (cut off) pe fata plantara a
soarecelui [4].

Se utilizeaza aparatul Hot plate 7280
Ugo Basile prevazut cu sistem de mentinere
a temperaturii constante si masurarii timpului
de expunere la stimulul termic. Interpretarea
datelor a fost de tip gradat [11].

S-a apreciat efectul antinociceptiv prin
formula:

% (antinociceptie) inhibitie = (Ty-To) / (Ty+To)
x 100

Unde: To — latenta raspunsului masurata inainte de
administrarea substantei de studiat, Tx — latenta la
diferite intervale de timp consecutive administrarii
substantei, T, — timpul maxim permis (cut-off time).

Testul Randall - Selitto permite
evaluarea durerii In conditii inflamatorii si
consta n aplicarea unui stimul mecanic pe
laba inflamata a animalului (cut-off 250Q)
edemul  obtindndu-se  prin  injectarea
subcutanata in regiunea plantara a unei
suspensii saline 3% de carrageenan lambda
la soarece [4].

Se utilizeaza analgezimetrul Ugo Bazile
37215. Interpretarea datelor a fost de tip
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gradat. Efectul antinociceptiv s-a apreciat
prin formula:

% (antinociceptie) inhibitie = (gx+go)/(dx-go) X
100

Unde: go — latenta raspunsului masurata inainte de
administrarea substantei de studiat, gx — latenta la
diferite intervale de timp consecutive administrarii
substantei, gm — greutatea maxima permisa (cut-off).

Evaluarea edemului inflamator a labei
la soarece se realizeaza prin masurarea

volumului labei inflamate obtinut prin
administrarea subcutanatd in regiunea
plantard unei suspensii saline de 3%

carrageenan lambda la soarece [5, 13]. Se
utilizeaza pletismometrul 7200 Ugo Basile.

Gradul de inhibitie a edemului inflamator
s-a calculat dupa formula:

% inhibitie = (M-T)/M x 100

Unde: M- valoarea gradului de inhibitie a lotului
martor, T- valoarea gradului de inhibitie a lotului tratat

Analiza statistica a datelor.
Pentru a studia relatile intre doza si
efect, protocolul de lucru impune trasarea
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dreptelor de regresie si analiza lor pentru

ambele tipuri de efecte iar pentru masurarea
relatiei dintre cele doua variabile (doza-efect)

se utilizeaza coeficientul de corelatie
Perason ,R".
Pentru evaluarea potentialului

antinociceptiv, de va calcula valoarea dozei
eficace 50 (DE50) din efectul maxim posibil
masurat.

In analiza statisticd pentru toate testele
de semnificatie statistica, s-a considerat ca
pentru valori P < 0,05 existd o diferenta
semnificativa statistic ~ intre grupele
comparate (ANOVA Test).

Rezultate si discutii

Prin administrarea pe cale orala, de
doze succesive cuprinse intre 5.00 - 40.00
mg/kgc®, In progresie geometricd, a unei
suspensii de valproat de sodiu in CMC-Na
0,1% s-a obtinut pentru testul raspunsului
constrictiv abdominal un efect maxim posibil
antinociceptiv de 80.00%. (Tabelul 1).

Tabelul 1

Evaluarea potentialului antinociceptiv al valproatului de sodiu

f . | Valproat de sodiu EMP . S
Model de nociceptie mg/kg p.o Parametri statistici

40.00
20.00
10.00
5.00
20.0
10.00
5.00
2.50

40.00

20.00

10.00
5.00

40.00
20.00
10.00

Datele obtinute in tabelul 1 au permis
trasarea dreptei de regresie pentru
determinarea valorii DE 50 a valproatului de

94

80.00 ED50 = 21.773 +/- 6.786
50.32 Eqgn: Y = 1.943 + 2.285*X, R: 0.921
33.33 True Confidence Limits
0 'oo (11,338,115.64) log(1.055,2,063)
81.32 ED50 = 11.807 +/- 4.035
26.32 Egn: Y =-29.880 + 74.504*X, R: 0.887
16.00 True Confidence Limits
: (11.685,2.169) log(1.068,0.336)
10.13  ANOVA df.(1,2)
F(calc): 17.379, F(tab): 18.51
65.4 ED50 = 19.247 +/- 2.207
56.4 Eqgn: Y =-30.126 + 62.386*X R: 0.982
34.8 True Confidence Limits
: (12.044, 42.916) log(1.081,1.633)
10.23  ANOVA df.(1,2)
F(calc): 52.776, F(tab): 18.51
48.95 ED50 = 45.753 +/- 6.964
36.45 Egn: Y =-4.579 + 32.870*X , R: 0.989
29.16 True Confidence Limits

(20.097,10.854) log(1.303,1.036)
F(calc): 43.285, F(tab): 161.4

sodiu pentru modelele de nociceptie studiate
(Figurile 1 - 4). Din analiza dreptei de
regresie (Fig 1) si tabelul 1 se observa ca s-
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a putut pune in evidentd efectul
antinociceptiv al valproatului de sodiu (DE50
= 21.773 + 6.786) In modelul de nociceptie
Ccu Zymosan A.

Testul raspunsului constrictiv abdominal
permite aprecierea analgeziei centrale gi
periferice.

Probit
w H [$, ] (<] ~ (o]

%.6 1.1 1.6
log(Dose)

21

Fig. 1 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50
a valproatului de sodiu pentru testul raspunsului
constrictiv abdominal
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Fig. 2 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50
a valproatului de sodiu pentru testul Hot plate
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Fig. 3 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50
a valproatului de sodiu pentru testul Randall
Selitto
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Fig. 4 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50
a valproatului de sodiu pentru evaluarea gradului
de inhibitie a edemului inflamator.

Unii autori au aratat ca prin
administrarea intraperitoneald de Zymosan
A, la soarece, apare un raspuns inflamator,
caracterizat  prin  raspuns  constrictiv
abdominal, extravazare de plasma, infiltrare
leucocitara si biosintezd de eicosanoide
(Doherty cit Pettipher, 1997) [7].

Spre deosebire de raspunsul constrictiv
abdominal produs prin administrarea
intraperitoneala de acid acetic, administrarea
de zymosan nu produce necroza celulara, in
consecinta poate fi mult mai relevant pentru
patogeneza durerii inflamatoare [7, 14].

In ultimul timp s-a pus in evidenta ca
agentii inflamatori nu stimuleaza direct
eliberarea de mediatori primari
hipernociceptivi, ci ca eliberarea lor este
precedata de o cascada de citokine [8].

S-a pus in evidenta ca, la soarece,
raspunsul constrictiv abdominal la zymosan
si acid acetic este mediat prin TNF-alfa, IL1-
beta si IL8, care actioneaza concomitent gi
sinergic (Ribiero cit Cunha, 2005) [1].

Mecanismul de actiune al
valproic constda in inhibarea GABA-
transaminazei, enzima responsabila de
degradarea GABA si cresterea activitatii acid
glutamic decarboxilazei, actionand indirect
pe GABA [16].

Literatura de specialitate aduce 1n
evidentd si alte mecanisme de actiune
posibile care ar putea contribui la efectul
antinociceptiv (atenuarea mediatiei excitatorii
prin NMDA, blocarea canalelor de Na, Calciu

acidului
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voltaj dependente (tip L, C, D, N, F, T) si
canalelor de potasiu voltaj dependente) [3, 9,
15].

Alte studii demonstreaza ca acidul
valporic reduce numarul de leucocite, si
eliberarea de mieloperoxidaza in exudatul
peritoneal Tn modelul de peritonita cu
carrageenan care produce un raspuns
inflamator cu infiltrat de neutrofile implica
exudare de plasma migrare celulara gi
eliberare de mediatori de tipul NO, PGEZ2, IL-
1 beta, IL-6, TNF-alfa [10, 16].

Din analiza dreptei de regresie (Fig 3) si
tabelul 1 se observa ca s-a putut pune in
evidenta efectul antinociceptiv al valproatului
de sodiu (DE50 = 19.247 £ 2.207) pentru
modelul de nociceptie inflamatorie indus prin
carrageenan. Studii recente demonstreaza
efectul antinociceptiv si antiinflamator al
valproatului de sodiu asupra edemului labei
indus prin carrageenan [16].

Nu s-a putut determina o valoare DE50
pentru inhibitia edemului inflamator pentru
secventa de doze luata in studiu (Tabelul 1).

Valoarea DE50 = 11.807+4.035 mgkgc™
(Tabelul 1, Fig. 2) obtinuta pentru testul Hot
plate se poate explica prin interventia
acidului valproic asupra cananlelor de sodiu
din neuronii ganglionului radacinii
posterioare (GRP) a nervului spinal,
incluzadnd inhibiia indirecta a canalelor de
sodiu lente si a canalelor de rectificare
depolarizanta a membranei [12], precum si a
curentilor de calciu [2].

Astfel se poate presupune o inhibitie
spino-corticala directda, datoratda efectului
inhibitor asupra descarcarilor de Tnalta
frecventa de potentiale de actiune care sunt
implicate direct in perceptia durerii [6]. Pana
la ora actuala rezultatele obtinute de noi sunt
primele care prezinta un astfel de efect al
acidului valproic pe un model de durere
termica acuta de tipul Hot plate.

Concluzii

Avand in vedere mediatia comuna
pentru cele doua modele de nociceptie
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edemul inflamator al labei indus prin
carrageenan  si raspunsul  constrictiv
abdominal indus prin Zymsan A, valorile
DE5S0 apropiate si  parametri statistici
rezultafi sugeram ca inhibitia nociceptiei n
durerea inflamatore produsa de valproatul de
sodiu ar puteaa fi explicata prin inhibarea
citokinelor proinflamatoare de tip TNFalfa,
IL1 beta, IL6 si a mediatorilor de tip PGE2.

De asemenea am demonstrat un efect
antinociceptiv direct al valproatului de sodiu
pe modelul de nociceptie termica acuta.
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