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RESUMO

O acido rosmarinico (AR) € um polifenol derivado do 4cido caféico e do
acido 3,4-dihidroxifenilacético encontrado em vérias plantas como, por
exemplo, a melissa (Melissa officinalis), o alecrim (Rosmarinus
officinalis), a salvia (Salvia officinalis) e possui potencial para a
fabricacdo de um fitoterapico, tendo em vista seus efeitos
farmacoldgicos observados em diversos estudos in vivo e in vitro. O
objetivo deste estudo foi de verificar o efeito do AR na dor aguda e
cronica de origem inflamatoria e neuropatica, respectivamente, além de
investigar os mecanismos de acdo envolvidos neste efeito. O AR
administrado via intragastrica, (i.g.) promoveu reducdo significativa da
nocicepc¢do aguda induzida pelo 4cido acético, glutamato e formalina(na
segunda fase do teste da formalina) em camundongos. O efeito
antinociceptivo do AR envolve o sistema serotoninérgico, uma vez que
sua agdo foi revertida pelo PCPA (p-clorofenilalanina, inibidor da
sintese de 5-HT), mas ndo o sistema opioide e noradrenérgico tendo em
vista que seu efeito antinociceptivo ndo foi alterado pela naloxona
(antagonista nao seletivo de receptores opidides) e o AMPT (alfa-metil-
p-tirosina, inibidor da sintese de noradrenalina), respectivamente. O AR
também apresentou efeito antinociceptivo em modelos de dor cronica,
sendo capaz de reduzir de forma dependente da dose a hiperalgesia
mecanica induzida pela constricdo parcial do nervo ciatico (modelo de
dor neuropatica), pelo CFA (modelo de dor inflamatoria crénica) e no
modelo de dor poés-isquemia cronica. Em adi¢do, o AR administrado i.g.
inibiu significativamente a nocicepcdo induzida pela injec@o intratecal
de NMDA, TNF-a e IL-18 sem causar alteragdo da atividade locomotora
dos animais, mas nao inibiu a resposta causada pelo AMPA, cainato e
Trans-ACPD. Além disso, o AR apresentou atividade anti-inflamatoria
no modelo da peritonite induzida pela carragenina, avaliada pela
diminuicdo de leucécitos totais, de neutrofilos, da atividade da
mieloperoxidase, do extravasamento de proteinas e das concentracdes de
TNF-a e IL-1B na cavidade peritoneal de camundongos. O presente
trabalho demonstrou que o AR exerce um importante efeito
antinociceptivo e anti-inflamatério em modelos de dor e inflamacdo
aguda e cronica e seu mecanismo de agdo parece envolver, pelo menos
em parte, a ativagdo do sistema serotoninérgico e a inibicdo dos
receptores ionotropicos (tipo NMDA) para glutamato e da via de
sinalizacdo dependente das citocinas pro-inflamatorias. Assim, o AR
pode se tornar uma substancia util para o desenvolvimento de farmacos
de interesse terapéutico no controle da dor e inflamacdo aguda e cronica.






ABSTRACT

Rosmarinic acid (RA) is a polyphenol derived from caffeic acid and 3.4-
dihydroxiphenilacetic acid found in various plants such as melissa
(Melissa officinalis), rosemary (Rosmarinus officinalis), sage (Salvia
officinalis) and has potential for manufacturing a phytotherapic,
considering their pharmacological effects observed in several in vitro
and in vivo studies. The objective of this study was to verify the RA
effect in acute and chronic pain of neuropathic and inflammatory origin,
respectively, in addition to investigate the mechanisms of action
involved in this effect. The RA administered intragastrically (i.g.)
promoted a significant reduction in the nociception induced by acetic
acid, glutamate and formalin (in the second phase of the formalin test) in
mice. The antinociceptive effect of RA involves the serotonergic
system, since its action was reversed by the PCPA (p-
chlorophenylalanine, serotonin synthesis inhibitor), but not the opioid
system and noradrenergic, considering that its antinociceptive effect was
not changed by naloxone (non-selective antagonist of opioid receptors)
and AMPT (alpha-methyl-p-tyrosine, norepinephrine synthesis
inhibitor), respectively. The RA also showed antinociceptive effect in
models of chronic pain, being able to reduce the dose-dependent
mechanical hyperalgesia induced by partial constriction of sciatic nerve
(model of neuropathic pain), CFA (chronic inflammatory pain model)
and at the post-ischemic chronic pain model. In addition, the RA
administered 1i.g. significantly inhibited nociception induced by
intrathecal injection of NMDA, TNF-«a and IL-18 without causing
alteration of locomotor activity of animals, but not inhibited the
response caused by AMPA, kainate and trans-ACPD. Furthermore, the
RA has anti-inflammatory activity in the model of carrageenan-induced
peritonitis, evaluated by the decrease of total leukocytes, neutrophils,
myeloperoxidase activity, protein extravasation and concentrations of
TNF- « and IL-18 into the peritoneal cavity of mice. The present study
demonstrated that RA exerts an important antinociceptive and anti-
inflammatory effect in models of acute and chronic pain and
inflammation and its mechanism of action seems to involve, at least in
part, the serotonergic system activation and inhibition of ionotropic
receptors (NMDA) of glutamate and the signaling pathway of pro-
inflammatory cytokines. Thus, the RA can become a useful substance
for the development of therapeutic interest in controlling pain and acute
and chronic inflammation.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOR

O prazer e a dor sdo considerados as duas principais emog¢des que
ocorrem tanto em humanos quanto em outros animais. De fato, o prazer
para diferentes atividades ¢ o que animais e humanos procuram
diariamente, enquanto que a dor normalmente é evitada por ambos
(ZHUO; WU; WU, 2011). A dor faz parte do sistema de defesa e serve
como mecanismo protetor para sobrevivéncia do organismo, facilitando
a rapida retirada de uma situacdo de dano (reacdo reflexa),
salvaguardando a parte do corpo afetada enquanto ela cicatriza e
também fornece um forte sinal de aprendizado, que permite identificar
e, principalmente, evitar lesdes no futuro (COX et al., 2010). Neste
sentido, a dor normalmente ¢ considerada como uma experi€ncia
multidimensional complexa e subjetiva porque envolve a ativacdo de
componentes  sensoriais/discriminativos, motivacionais/afetivos e
cognitivos/avaliativos (NAVRATILOVA et al., 2013).

A habilidade em detectar estimulos nocivos ¢ essencial para a
sobrevivéncia e bem estar do organismo. Isto pode ser dramaticamente
ilustrado pelo acompanhamento de individuos que sofrem de
insensibilidade congénita a dor, em geral desencadeada por uma
mutacdo no gene SCNI9A, localizado no brago longo do par
cromossomico 2, que expressa os canais de sodio sensiveis a voltagem
Nayl.7 (MANFREDI et al., 1981). Esta mutacao torna estes individuos
incapazes de detectar estimulos dolorosos. Estas pessoas, por exemplo,
ndo sentem a dor devido a perfuragdo por objetos cortantes, nem a dor
causada por uma chama, nem sequer a dor associada a lesdes internas,
tais como uma fratura 6ssea. Desta forma, pessoas com esta mutagdo
ndo possuem uma resposta apropriada diante de certas condigoes,
podendo inclusive ameacar a sobrevivéncia destes individuos
(BASBAUM et al., 2009).

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (AIED) definiu
a dor como sendo uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel
a qual estd associada a lesdes teciduais reais ou potenciais ou descrita
em termos de tais lesdes” (apud LOESER;TREEDE, 2008).

A dor pode ser classificada de acordo com a origem, ou de acordo
com a duragdo. Quanto a duragdo, a dor pode ser considerada aguda,
decorrente de ativacdo rapida e transitoria dos nociceptores apds um
estimulo nocivo, ou crénica, quando persiste por semanas ou meses,
muitas vezes permanecendo mesmo apos a recuperagdo da lesdo inicial
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(LOESER; MELZACK, 1999). Com relagdo a origem, a dor pode ser
classificada como nociceptiva, ocorrendo por ativagdo direta e/ou
excessiva de nociceptores (receptores sensoriais capazes de transduzir e
codificar estimulos nocivos) ou neuropdtica, que ocorre como
consequéncia direta de uma lesdo nervosa ou de uma doenca que afete o
sistema somatosensorial, seja em nivel periférico ou central. Ha ainda a
dor de origem inflamatoria, sustentada pela sensibilizacdo dos
nociceptores por mediadores inflamatorios, levando a situagdes de
hiperalgesia, caracterizada por dor exacerbada frente a um estimulo
nocivo, ou alodinia, caracterizada pela sensacdo de dor ocasionada por
exposicdo a estimulos ndo nocivos (MILLAN, 1999; LOESER;
TREEDE, 2008).

Por sua definicdo, a dor ¢ uma experiéncia complexa que envolve
ndo apenas a transdugdo do estimulo nocivo, mas também o
processamento cognitivo e emocional pelo encéfalo (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Em outras palavras, a percep¢do da dor envolve o
componente fisioldgico — a nocicepg¢do — determinado pela estimulagdo
das fibras aferentes primarias e a transmiss@o do impulso nociceptivo
até o sistema nervoso central, € os componentes emocionais, afetivos,
culturais e psicologicos. Desta forma, o termo dor é apropriado quando
relacionado aos seres humanos, que s3o capazes de expressar tais
componentes emocionais. Em modelos experimentais com roedores, a
dor sentida pelos animais também envolve diversos aspectos, e embora
varios trabalhos venham demonstrando metodologias para avaliagdo
desse componente “emocional” em animais, os modelos classicos de
investigagdo de nocicep¢do permitem avaliar com relativa precisdo e
reprodutibilidade apenas o seu componente fisiologico. Neste sentido,
nos modelos onde se avalia apenas o componente sensorial, considera-se
mais apropriado utilizar o termo nocicep¢do (BARROT, 2012).

Desde a antiguidade as ideias relacionadas a dor foram bastante
diversificadas. Na Grécia antiga, foi Aristoteles (384-322 a.C.) quem
contribuiu significativamente com o futuro entendimento sobre as
sensacdes. Aristdteles entendia o tato como sendo um dos cinco sentidos
principais, junto com a visdo, olfato, audicao e paladar, e acreditava que
o tato estava diretamente relacionado a sensacdo de dor, reconhecendo
sua direta correlagdo com um dano tecidual. Seguindo essa linha,
Herophilus (335-280 a.C.) propunha ser o cérebro o 6rgdo responsavel
pela consciéncia e sensacdes, reconhecendo que nervos periféricos
seriam a ligacdo com a medula espinal, controlando as sensagdes e 0s
movimentos, ideia que foi mais tarde confirmada por Galeno (130-201)
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(KEELE, 19571apud PERL, 2007). No entanto foi Avicenna (980-
1037), filoésofo e fisiologista persa, quem relatou que em condigdes de
doenca, a dor poderia ser dissociada do reconhecimento do tato e
temperatura, propondo entdo que a dor seria uma sensacdo independente
(PERL, 2007).

A partir dos anos 1800, muitas teorias a respeito do
processamento da dor foram propostas. Charles Bell, em 1811, formulou
a ideia de que os nervos sensoriais eram especializados em sua fungao,
ou seja, adaptados para detectar e transmitir a informacdo gerada por um
determinado estimulo. Nos anos 1880, varias propostas ja suportavam o
papel essencial de um mecanismo espinal de conducdo da informacao
gerada por um estimulo doloroso. Em 1906, Sherrington, verificou que a
dor era, na maior parte das vezes, originada de uma lesdo tecidual. A
partir desta constatacdo, ele sugeriu classificar os estimulos capazes de
gerar lesdo tecidual como estimulos “nocivos” e que a sinaliza¢do dos
eventos nocivos chamada de “nocicep¢do” seria feita pelos o6rgdos dos
sentidos responsaveis pela dor (PERL, 2007). A partir dai iniciou-se
uma intensa busca pelo entendimento dos processos envolvidos na
transdugdo, transmissdo e percep¢do da dor, sendo relatados inimeros
estudos que culminam com os conhecimentos atuais.

De acordo com a proposta de Sherringtonz, 0s nociceptores
compreendem as terminagdes nervosas de neurOnios sensoriais
primarios, que podem ser ativados por estimulos capazes de causar dano
tecidual (JULIUS; BASBAUM, 2001); de acordo com a defini¢do da
IASP os nociceptores s@o “receptores sensoriais capazes de transduzir e
codificar estimulos nocivos” (LOESER; TREEDE, 2008). De fato,
atualmente ja& estd bem estabelecido o conceito de que existem
neuronios sensoriais primarios que podem ser estimulados por frio ou
calor nocivo, pressdo intensa ou substancias quimicas irritantes, mas nao
por estimulos indécuos como o tato ou calor ndo-nocivo (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Essa diferenca no padrao de ativagdo leva, portanto,
ao conceito de que existem diferentes tipos de fibras sensoriais,
responsaveis por diferentes padroes de transmissdo do estimulo
nociceptivo, cujas terminagdes ndo apresentam uma localizagdo
anatdmica unica, mas ao contrario, sdo distribuidas por todo o
organismo, inervando a pele, musculos, articulagdes e visceras
(BASBAUM et al., 2009).

'Keele, K.D., 1957. Anatomies of Pain. Charles C Thomas, Springfield, IL.
Sherrington, C.S., 1906. The Integrative Action of the Nervous
System.Scribner, New York.
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As fibras sensoriais sdo provenientes de corpos celulares
localizados no géanglio trigeminal (GT) ou no ganglio da raiz dorsal
(GRD), inervando a regido da face ou do corpo, respectivamente
(BASBAUM et al., 2009). Ja as fibras aferentes vagais, que inervam
tecidos viscerais, possuem seus corpos celulares nos ganglios nodoso
(GN) e jugular (GJ) (BLACKSHAW et al., 2011). As fibras sensoriais
possuem tanto um ramo axonal periférico, inervando tecidos periféricos,
quanto um ramo axonal central, fazendo a conexdo com a medula
espinal (BASBAUM et al., 2009), e sdo classificadas em trés grupos,
com base em critérios anatomicos e funcionais. As fibras do tipo AP,
mielinizadas e de maior didmetro, sdo responsaveis pela deteccdo de
estimulos mecanicos indcuos, estando relacionadas ao tato e
propriocepcao, enquanto as fibras do tipo Ad e C, que possuem axonios
nao mielinizados, de pequeno diametro, estdo relacionadas a deteccdo de
estimulos nocivos e a nocicepcdo (MILLAN, 1999; JULIUS;
BASBAUM, 2001; BASBAUM et al., 2009).

Desta forma, os nociceptores sdo extremamente heterogéneos,
diferindo quanto aos tipos de neurotransmissores que contém, oS
receptores e canais idnicos que expressam, na velocidade de condugdo,
nas suas propriedades de resposta ao estimulo nocivo e sua capacidade
de serem sensibilizados durante a inflamac¢do ou lesdo (STUCKY;
GOLD; ZHANG, 2001). Existem duas classes principais de
nociceptores que respondem as diferentes modalidades de estimulos
nocivos, sejam eles quimicos, térmicos ou mecanicos (JULIUS;
BASBAUM, 2001).

O maior grupo de nociceptores sdo os chamados de fibras do tipo
C, que conduzem lentamente e que respondem aos estimulos nocivos
térmicos. Existem duas populacdes de fibras C, uma chamada de fibras
peptidérgicas que contém uma variedade de neuropeptideos, incluindo
substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP)
e que expressam receptores de neurotrofina tirosina cinase A (trkA), os
quais respondem ao fator de crescimento do nervo (NGF), e outra, a
populacdo de fibras ndo-peptidérgica que expressam o receptor de
neurotrofina c-Ret que ¢ alvo do fator neurotrofico derivado de células
gliais (GDNF) e um grupo de carboidrato de superficie que se liga
seletivamente a uma lectina de planta chamada isolectina B4 (IB4)
(BASBAUM et al., 2009).

O segundo maior grupo de nociceptores sdo fibras de diametro
médio e pouco mielinizadas, as fibras Ad (WOLF; MA, 2007). Esses
nociceptores conduzem mais rapidamente do que as fibras do tipo C ndo
mielinizadas, sendo divididas também em duas populagdes. Ambas
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respondem a estimulos mecénicos intensos, porém respondem de forma
diferenciada ao calor intenso (as do tipo I sdo ativadas pela temperatura
de 53°C; e as do tipo II ativadas pela temperatura de 43°C) (JULIUS;
BASBAUM, 2001). As fibras Ad diferenciam-se das fibras AP, que sdo
de grande didmetro, de conducdo rapida e respondem a estimulacdo
mecanica inocua (BASBAUM et al., 2009).

Hé ainda mais uma categoria de nociceptores caracterizados por
possuirem  propriedades unicas. S3o chamados nociceptores
"silenciosos" que, tipicamente, ndo respondem a intensidades nocivas de
estimulacdo mecanica, exceto em faixas extremas de intensidade.
Apesar de nociceptores silenciosos serem dificeis de ativar dentro da
faixa normal de intensidade de estimulos nocivos, ap6s uma lesdo
tecidual, estes nociceptores sdo ativados em resposta a alguns
mediadores quimicos endogenos associados com a lesdo do tecido.
Nociceptores silenciosos s@o tipicamente associados com o aumento da
atividade esponténea e a capacidade de resposta aos estimulos nocivos e
até mesmo ino6cuos (JULIUS; BASBAUM, 2001).

O sinal de dor ¢ transmitido a varias estruturas do SNC que
exercem controle sobre a sinalizagdo da dor por meio de projecdes
descendentes que inibem ou amplificam a excitabilidade das vias
nociceptivas ascendentes. As fibras sensoriais primarias que conduzem
os estimulos dolorosos possuem seus corpos celulares localizados no
ganglio espinal e suas terminagdes centrais entrando na medula espinal
pelo corno posterior, onde fazem sinapses do lado ipsilateral a sua
entrada com neurdnios de segunda ordem os quais cruzam a medula
espinal e ascendem para o encéfalo via trato espinotalamico. Estes
neuronios de segunda ordem fazem sinapse no talamo (diencéfalo) com
neuronios de terceira ordem. Os neuronios de terceira ordem se projetam
para o coértex somatossensorial primario via capsula interna. Estes
neuronios também possuem projegdes axonais que alcancam estruturas
do sistema limbico tais como giro do cingulo, hipocampo e amigdala,
que sdo responsaveis pelas respostas emocionais a dor (Figura 1)
(GARLAND, 2012).
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Figura 1 — Via nociceptiva ascendente.

Trato
Espinotalamico

Adaptado de Harrison’s Manual of Medicine, 2012

Legenda: Representagdo esquematica de uma via nociceptiva ascendente.

O organismo possui mecanismos intrinsecos para o controle da
dor por meio da via descendente que envolve uma série de estruturas
encefalicas, como o cortex cerebral, hipotdlamo, amigdala, locus
coeruleus (LC), substancia cinzenta periaquedutal (PAG), entre outros,
bem como sistemas de neurotransmissores, dentre os quais podemos
mencionar os sistemas opidide, serotoninérgico, noradrenérgico,
gabaérgico, adenosinérgico, além de canabindides entre outras
substancias (MILLAN, 2002).
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Apesar de todo o conhecimento acerca da dor, de como ela se
processa, das vias que a transmitem e dos neurotransmissores
envolvidos, ¢ ainda dificil determinar, investigar, conduzir e tratar este
sintoma que acompanha inumeras doencas (TRACEY; MANTYH,
2007).

Juntamente com o rubor, o edema ¢ o calor, a dor ¢ também um
dos sinais cardinais da inflamacdo e muitos dos processos dolorosos
revisados anteriormente decorrem de um processo inflamatorio.

1.2 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamagdo € um processo imunoldgico complexo pelo qual o
corpo responde a uma infec¢do ou lesdo por bactérias, virus ou outros
agentes quimicos ou fisicos. Durante a inflamacdo aguda, proteinas
séricas e leucocitos movem-se da corrente sanguinea para o meio
extravascular gerando as caracteristicas clinicas da inflamacdo
conhecida como rubor, calor, edema, dor e perda de funcdo (YOON;
BAEK, 2005). Existem dois estagios da inflamag¢do, o agudo e o
cronico. A inflamagdo aguda € um estagio inicial, o qual ¢ mediado por
meio da ativagdo das células do sistema imunitario, leucocitos,
macréfagos e linfocitos. Este tipo de inflamacdo persiste por um curto
periodo de tempo e ¢, normalmente, benéfica ao organismo (NATHAN,
2002). Se a inflamacao dura por um periodo maior, semanas ou meses, 0
segundo estagio da inflamag¢do que ¢ chamado de inflamagao cronica se
instala, e predispde o organismo a uma série de doencas como a artrite
reumatoide e o lupus eritematoso sistémico (RICKLIN; LAMBRIS,
2013).

A inflamag¢do aguda promove alteracdes fisiologicas que
envolvem uma sequéncia de eventos, como a vasodilatagdo, aumento do
fluxo sanguineo local e da permeabilidade vascular, infiltracdo de
leucdcitos, prejuizo tecidual por atividade de proteases e espécies
reativas de oxigénio (EROs), necrose e apoptose, além da liberacdo de
inimeros mediadores pro-inflamatorios como as citocinas fator de
necrose tumoral do tipo alfa (TNF-0) e interleucina 1 beta (IL-1pB)
(HUERRE; GOUNON, 1996; VIVIER; MALISSEN, 2005). A dor
aparece devido aos efeitos diretos de mediadores resultantes tanto do
dano inicial quanto da resposta inflamatéria em si, como pela
compressdo dos nervos sensoriais ocasionada pelo edema local.

A vasodilatagdo, responsavel pelo calor e rubor, ¢ um fendmeno
classico associado a inflamagdo que facilita a liberagdo de mediadores e
células inflamatdrias para o local lesionado. Os principais mediadores
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envolvidos nesse processo sdo o 6xido nitrico (NO) e as prostaglandinas
(PGs) vasodilatadoras entre outros peptideos (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004).

Um importante fenomeno atribuido a vasodilatacdo e ao
extravasamento plasmatico € o recrutamento de leucécitos para o foco
inflamatoério. A ativacdo do endotélio nos vasos sanguineos permite o
extravasamento seletivo de neutrdfilos, e a0 mesmo tempo previne a
saida dos eritrocitos. Esta seletividade ocorre devido a ligacdo de
selectinas celulares e endoteliais com as integrinas e receptores de
quimiocinas nos leucocitos, que ocorre na superficie do endotélio, bem
como nos espacos extravasculares, onde as proteinas plasmaticas recém
depositadas formam uma matriz provisoria, constituida principalmente
por glicoproteinas adesivas como a fibronectina e trombospondina, para
ligacdo das integrinas dos leucocitos (MEDZHITOV, 2008). A
transmigracdo dos neutrofilos ocorre através da marginagdo
(movimentacdo do neutrofilo do centro para a periferia do vaso),
rolamento (desaceleracdo do neutrofilo pela ligacdo com moléculas de
adesdo chamadas selectinas), adesdo, com moléculas de adesdo do tipo
integrinas e da superfamilia das imunoglobulinas, e diapedese (o
neutrofilo atravessa o endotélio através de juncdes entre as células)
(MARSHALL et al., 2003).

Os leucocitos necessitam de moléculas quimioatraentes para
migrar para o sitio inflamatdrio. Entre essas moléculas encontram-se:
bioprodutos de bactérias, componentes do sistema complemento,
quimiocinas, leucotrieno B4 (LTB4) e fator de ativacdo plaquetaria
(PAF) (SIMON; GREEN, 2005). Quando os neutréfilos atingem o foco
inflamatério, tornam-se ativados e tentam eliminar o patéogeno liberando
o conteudo toxico de seus granulos, os quais incluem EROs e espécies
reativas de nitrogénio (ERNs), proteinases, catepsinas, elastases,
mieloperoxidase, entre outros (MEDZHITOV, 2008).
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Figura 2 — Migragdo de neutréfilos.

Fonte: modificado de Kolacskowska , Kubes (2013) . Tecido

Legenda 2: Para alcancar o foco inflamatorio, os neutréfilos da corrente
sanguinea sdo ativados e realizam o processo de rolamento, adesdo e diapedese.
Uma vez atingido o sitio da inflamagdo, os neutrofilos fagocitam e destroem as
bactérias.

Uma resposta inflamatoria aguda bem sucedida resulta na
eliminacdo do agente infeccioso seguida pela fase de resolucdo e reparo,
a qual é mediada principalmente por macrofagos residentes e recrutados.
Se a inflamagdo aguda falha em eliminar o patdgeno, o processo
inflamatdrio persiste e adquire novas caracteristicas. O infiltrado de
neutréfilos é substituido por macréfagos, e, no caso de infecgio,
também por células T. Se o efeito combinado dessas células ainda
continua insuficiente, um estado inflamatério cronico se segue,
envolvendo a formagdo de granulomas e tecidos linfoides terciarios
(MEDZHITOV, 2008).

Existem varios modelos animais de inflamagdo e entre eles estd o
modelo da peritonite induzida pela carragenina. A peritonite induzida
pela carragenina é um modelo experimental de inflamagdo aguda
amplamente utilizada para testar novas terapias anti-inflamatorias, a
qual permite ao pesquisador quantificar ou analisar a permeabilidade
vascular e a migragdo celular, bem como, mudangas nos parametros
inflamatérios como a producdo de citocinas pro-inflamatérias
(BEEKHUIZEN; VAN FURTH, 1993; DOWNEY; FIALKOW;
FUKUSHIMA, 1995; DA SILVA et al., 2011).

Devido o grande impacto social e econdmico das doencas
inflamatorias, os farmacos anti-inflamatorios atuais tém varias
limitagdes no concerne a sua eficacia, efetividade, seguranga e custo de
producdo. Portanto, esforcos para desenvolver novos e seguros agentes
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anti-inflamatérios sdo urgentes, e os mediadores envolvidos na
inflamacdo sdo potenciais alvos terapéuticos.

1.3 PRODUTOS NATURAIS

Desde a antiguidade, os produtos naturais, principalmente os
derivados de plantas, tém constituido importante fonte de agentes
terapéuticos. Os costumes populares, no que diz respeito a utilizagdo e a
eficacia de plantas medicinais, vém contribuindo ao longo dos anos de
forma significativa para a divulgacdo das provaveis agdes terapéuticas
das plantas, prescritas com frequéncia pelos efeitos medicinais que
produzem, apesar de ndo terem seus efeitos cientificamente
comprovados (CALIXTO, 2000; CALIXTO et al., 2001). Outro aspecto
importante € que a terapéutica atual, constituida por medicamentos com
acoes especificas sobre receptores, enzimas e canais i0nicos, ndo teria
sido possivel sem a contribui¢do dos produtos naturais (CALIXTO et
al., 2001).

A disponibilidade de principios ativos quimicamente puros,
juntamente aos avangos obtidos na fisiologia experimental no século
XIX, possibilitou a descrigdo de alguns dos efeitos destas substdncias,
bem como a investigagdo de seu mecanismo de agdo. E possivel citar,
por exemplo, a atropina, principio ativo isolado da planta Atropa
belladona, que contribuiu para a fundamentagdo da neurotransmissao
colinérgica e para a teoria dos receptores farmacoldgicos; e a reserpina,
principio ativo extraido da planta Rauwolfia serpentina, que propiciou o
embasamento da neurotransmissdo adrenérgica, serotoninérgica e
dopaminérgica. Outros principios ativos que seguem a linha da atropina
e reserpina sdo o curare (isolado de Chondodendron tomentosum),
nicotina (espécies de Nicotiniana), ergotamina (espécies do Ergot),
cocaina (espécies de Erythroxylium), morfina (Papaver somniferum),
glicosideos cardiacos (espécies de Digitalis), efedrina (Ephedra sinica);
além de uma diversidade de outros principios ativos isolados de plantas
como o acido salicilico, com efeito analgésico, anti-inflamatorio e
inibidor da agregacdo plaquetaria, proveniente da planta Salix alba
(FARNSWORTH, 1966; GILANI; RAHMAN, 2005; NEWMAN;
CRAGG; KINGSTON, 2008).

Apesar dos avancos das industrias quimica e farmacéutica, ainda
hoje a medicina tradicional baseada em plantas medicinais constitui-se
um importante pilar do sistema de saude, uma vez que dados da
Organizacdo Mundial de Satide (OMS) demonstram que a maioria da
populagdo de paises em desenvolvimento depende essencialmente das
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plantas como atencdo primaria a satude, devido a falta de acesso aos
medicamentos modernos (CALIXTO et al., 2005). Para os paises em
desenvolvimento, a producdo e utilizagdo de fitoterapicos padronizados
com acdo terapéutica comprovada e de alta qualidade, podem facilitar o
acesso da populacdo a medicamentos seguros, facilitando ainda o
crescimento da fitomedicina nacional e assim, apresentando impacto na
economia local (ELIZABETSKY; WANNMACHER, 1993). O Brasil ¢
o pais que detém a maior biodiversidade do mundo, avaliada em
aproximadamente 20 a 22% de todas as plantas e microorganismos do
planeta. Contudo, estima-se que ndo mais que 10% das espécies de
plantas ou de seus produtos tenham sido objeto de investigacao
cientifica (CALIXTO et al., 2005). Com isso, ¢ crescente a importancia
da pesquisa sobre novos compostos de interesse terapéutico a partir de
recursos da biodiversidade brasileira, impulsionando o desenvolvimento
da industria nacional, o crescimento da fitoterapia no pais e
principalmente trazendo beneficios para a populacdo brasileira no que
diz respeito a aquisicdo de medicamentos com eficacia comprovada.
Dentre varias substancias provenientes de plantas medicinais que
possuem  potencialidade para o desenvolvimento de um
fitomedicamento, pode-se citar o 4cido rosmarinico (Figura 3).

Figura 3 — Acido rosmarinico.
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Legenda: Estrutura molecular do acido rosmarinico.
1.3.1 Acido Rosmarinico
O 4cido rosmarinico foi isolado pela primeira vez em 1958 por

Scarpati e Oriente, a partir das folhas de Rosmarinus officinalis L., de
onde surgiu o nome da substincia. Mais tarde, este mesmo composto foi
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encontrado em diversas espécies das familias Lamiaceae e
Boraginaceae. Sua estrutura foi descrita como um éster do acido caféico
e do acido 3,4-dihidroxifenilatico (SCARPATI; ORIENTE, 1958). Este
derivado do acido caf€ico apresenta uma série de atividades biologicas,
como a atividade antioxidante e anti-inflamatoria, ja descritas por alguns
autores (PETERSON; SIMMONDS, 2003; JIANG et al, 2009).

Além disto, o acido rosmarinico também esta presente em outras
familias de plantas como as Blechnaceae (samambaias), as Zosteraceae,
as Potamogetonaceae e as Cannaceae (PETERSON; SIMMONDS,
2003). Dentre as varias espécies vegetais que contém o acido
rosmarinico destacam-se: Borago officinalis (borragem), Glechoma
hederacea (erva-terrestre), Hyssopus officinalis (hissopo), Lavandula
angustifolia (lavanda), Lippia alba (erva cidreira, cha de tabuleiro),
Lippia citriodora (verbena), Lippia graveolens (orégano mexicano),
Lippia origanoides (salva de Marajo), Majorana hortensis (manjerona),
Melissa officinalis (melissa), Mentha arvensis (horteld), Mentha piperita
(hortela pimenta), Mentha spicata (hortela-peluda), Momordica
charantia (meldo-de-sdo-caetano), Monarda didyma (bergamota),
Nepeta cataria (gataria), Ocimum basilicum (manjericdo), Origanum
vulgare (orégano), Orthosiphon aristatus (ortosifdo), Petroselinum
crispum (salsinha), Passiflora edulis (maracujd), Perilla frutescens
(perila), Phillyrea latifolia (aderno), Rabdosia serra (rabdosia),
Rosmarinus officinalis (alecrim), Rubus fruticosus (amora silvestre),
Salvia officinalis (salvia), Satureja hortensis (segurelha), Symphytum
officinalis (confrei), Thymus serpyllum (tomilho selvagem), Thymus
vulgaris (tomilho),Verbascum phlomoides (Verbasco) (Figura 4)
(PETERSON E SIMMONDS, 2003; KOMES et al, 2011; ROY;
MUKHOPADHYAY, 2012; AYRANCI; ERKAN, 2013; SALTAS et
al., 2013; STASSHENKO et al., 2013).
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Figura 4 — Plantas que contem acido rosmarinico.

Salvia officinalis

Melissa officinalis Rosmarinus officinalis
Legenda: Espécies de plantas que contem acido rosmarinico.

A presenga do acido rosmarinico em plantas medicinais, ervas e
temperos € responsavel, pelo menos em parte, pelos efeitos benéficos
destas plantas e também por suas importantes agdes na promocdo da
saude. O valor medicinal do 4cido rosmarinico tem sido reconhecido por
suas diferentes atividades biologicas, geralmente advindas das plantas
de origem (BULGAKOV; INYUSHKINA; FEDOREYEV, 2012).

Uma importante caracteristica do acido rosmarinico ¢ sua
consideravel capacidade antioxidante, a qual ¢ em grande parte
responsavel pela sua agdo neuroprotetora, por meio da atividade
sequestradora de espécies reativas de oxigénio como os peroxinitritos e
perdxido de hidrogénio (H,O;) (CHOI et al, 2002; QIAO et al., 2005).
Além disso, devido a sua capacidade em diminuir a lesdo celular
induzida pelas espécies reativas de oxigénio, o acido rosmarinico
também possui atividade antiapoptotica, especialmente por aumentar o
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potencial de membrana mitocondrial e inibir a atividade da caspase-3
(GAO et al.,, 2005). Lee ¢ colaboradores (2008) demonstraram a
capacidade protetora do acido rosmarinico contra os efeitos do estresse
oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio (H,O;) utilizando uma
linhagem de células dopaminérgicas humanas (SH-SY5Y). O é&cido
rosmarinico neste estudo foi capaz de impedir a morte dessas células
(LEE et al., 2008).

Com a comprovacdo de que o acido rosmarinico possui um
importante efeito antioxidante, surge o interesse de verificar se 0 mesmo
apresenta algum efeito neuroprotetor em modelos de doengas
neurodegenerativas relacionadas a producdo de espécies reativas de
oxigénio. Em estudos in vivo, utilizando modelos de doenga de
Alzheimer e de esclerose lateral amiotrofica em camundongos, foi
demonstrado que o AR reduziu significativamente o déficit de memoria
associado a neurotoxicidade induzida pela proteina Af,s.3s, retardando o
inicio da doenca e prolongando a expectativa de vida em camundongos
transgénicos que expressam o gene SODI1 (cobre zinco superdxido
dismutase) (ALKAM et al., 2007; SHIMOIJO et al., 2010). Além disto,
foi demonstrado que o AR possui importante acdo anticolinesterasica
em experimentos in vitro, sendo estes resultados importantes para
explicar o efeito da melhora dos distarbios de memoria
(DASTMALCHI et al., 2009). Por outro lado, foi também demonstrado
que o AR apresenta efeito neuroprotetor no modelo in vivo de Doenca
de Parkinson induzida por 6-OHDA em ratos. Nesse estudo, os autores
demonstraram que o AR exerce importante efeito protetor dos neurénios
dopaminérgicos contra a neurotoxicidade induzida por 6-OHDA através
da sua propriedade antioxidante e antiapoptotica indicando seu potencial
no tratamento da Doenca de Parkinson (REN et al., 2009; WANG et al.,
2012).

O AR também apresenta efeito antibacteriano e antifingico,
sendo estes efeitos demonstrados em estudos in vitro, onde o AR foi
capaz de inibir o crescimento da Chlamydia pneumoniae, bactéria
responsavel pela pneumonia atipica primaria (SALIN, et al., 2011).
Além disso, o extrato da planta Kitaibelia vitifolia, cujo componente
majoritario ¢ o AR, também possui atividade bactericida contra o
Staphylococcus aureus, a Klebsiella pneumoniae e a Proteus mirabilis,
também apresentando efeito fungicida contra os fungos Candida
albicans e Aspergillus niger (MASKOVIC et al., 2011).

Efeitos antivirais do AR foram demonstrados por Swarup e
colaboradores (2007) em um experimento onde camundongos foram
infectados com o virus da encefalite japonesa, um tipo de flavivirus.
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Neste trabalho o AR reduziu significativamente a mortalidade dos
animais e também a expressdo de mediadores da inflamacdo como o
TNF-a, IL-6 e IL-12. Outros estudos apontam para um efeito anti-HIV
do AR devido sua habilidade de inibir a transcriptase reversa
(HOOKER; LOTT; HARRICH, 2001; TEWTRAKUL et al, 2003).
Além disso, foi comprovada a atividade anti-HIV de derivados nitro do
AR. Neste estudo, realizado por Dubois e colaboradores (2008) foi
avaliado a influéncia dos acidos 6’-nitro € 6°,6’-dinitrorosmarinico
sobre a enzima HIV-1 integrase além do efeito inibitério dos mesmos na
contaminacdo celular por HIV-1 em -culturas de linfocitos MT-4
humanas. Ambos os derivados nitro do AR inibiram a enzima HIV-1
integrase e foram capazes de bloquear a replicacdo viral em células MT-
4, sem causar toxicidade celular (DUBOIS et al., 2008).

O AR também apresenta importantes efeitos cardiovasculares.
Um estudo sobre os efeitos do AR na formagdo da placa aterosclerdtica
em camundongos deficientes em apolipoproteina E (ApoE) mostrou que
essa substancia pode reduzir as concentragdes de colesterol total,
triglicerideos e lipoproteinas de baixa densidade, diminuindo a placa
aterosclerdtica na cavidade aortica. Com isso, concluiu-se que o AR
pode inibir a progressdo da aterosclerose, o que provavelmente estd
relacionado as acdes na regulagdo do metabolismo lipidico e na inibi¢do
da reacdo inflamatoria que ocorre durante a progressdo da aterosclerose
(LI; TIAN; LIANG,2008).

O extrato do Rosmarinus officinalis, cujo principal composto € o
AR, promoveu a diminui¢do da ativagdo de plasminogénio sérico do
tipo 1 (PAI-1). As concentracdes elevadas de PAI-1 estdo associadas
com a diminui¢do da fibrinodlise endégena e um aumento do risco de
eventos trombdticos e progressdo da aterosclerose. Portanto, a
diminuicdo da atividade do PAI-1 pelo AR poderia prevenir a
aterosclerose e suas complicagdes (SINKOVIC et al., 2010). Outro
estudo demonstrou que o extrato de manjericdo, cujo principal composto
também ¢ o AR, protegeu o miocardio contra o infarto induzido pelo
isoproterenol, e este efeito estaria relacionado com as propriedades
antioxidantes do extrato (FATHIAZAD et al.,, 2012). E um estudo
realizado com aorta isolada de ratos com diabetes induzida pela
streptozocina, o AR administrado oralmente aos ratos diabéticos,
protegeu suas aorta contra a lesdo aortica induzida pelo diabetes
(SOTNIKOVA et al., 2013).

A agdo do AR foi estudada na melanogénese em células de
melanoma murino B16F10. O AR foi capaz de induzir a sintese de
melanina pela ativagdo da proteina cinase A (PKA), e dessa forma, atuar
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como preventivo contra o cancer de pele (LEE; KIM; PARK, 2007).
Essa substincia também apresentou agdo estimulante da expressdo da
tirosinase in vitro, enzima chave da melanogénese, e capacidade de
inibir o cancer de pele causado pela exposicdo a radiagdo UVA,
podendo ser estudada como um possivel agente fotoprotetor
(SANCHEZ-CAMPILLO et al., 2009).

Muitos trabalhos tem demonstrado que o AR possui significativo
efeito anti-inflamatdério em diferentes modelos animais. As primeiras
propriedades anti-inflamatorias do AR foram demonstradas por meio da
sua capacidade de bloquear a fixacdo do complemento e inibir as
lipooxigenases e ciclooxigenases (KIMURA; OKUDA; OKUDA, 1987;
SAHU; RAWAL; PANGBURN, 1999; KELM; NAIR; STRASBURG,
2000). Segundo resultados publicados em 2005, o AR inibe a
inflamacdo induzida por lipopolissacarideo (LPS) em células dendriticas
derivadas da medula 6ssea (PEREIRA et al.,, 2005).Além disso,
apresenta um efeito anti-inflamatorio observado através da diminuicdo
da produgdo de oxido nitrico e também da diminuicdo da inducdo da
sintase de oxido nitrico (NOS) induzidos por LPS em macréfagos
(TICLI et al., 2005). O AR também reduz as concentragdes de IL-4 ¢
IL-5 em um modelo de alergia respiratéria (COSTA et al, 2012,
SANBONGI et al, 2004), e diminui a produgdo de TNF-a, IL-6 e IL-1
em um modelo de lesdo pulmonar induzida por LPS (CHU et al, 2012).

Além disso, o AR tem a habilidade de bloquear a fixacdo do
complemento, atenuando a sinalizacdo mediada pelo receptor da célula
T (pela inibicao das atividades de PLC-y1 e ITK), e suprimindo a via de
sinalizacdo IKK-B durante a regulacdo positiva de CCL11, um potente
quimiotatico e ativador de eosinoéfilos, basofilos e linfocitos T-helper
(Th2) induzida por TNF-o (SAHU; RAWAL; PANGBURN, 1999;
KANG; YUN; WON, 2003; LEE et al., 2006). No entanto, parece que
boa parte do efeito anti-inflamatério observado em diferentes
experimentos esta relacionada a inativagdo do fator de transcricdo NF-
kB induzida por TNF-a. Tem sido relatado que o AR inibe a ativagdo do
fator de transcricdo NF-«B induzida por TNF-a em fibroblastos da
derme humana (LEE et al., 2006) além de inibir a translocagao de NF-
kB em células SH-SYSY (FALLARINI et al., 2009).

O funcionamento normal do NF-kB ¢ importante para o
equilibrio entre vida e morte da célula (PAPA; GOMES; ROCKWELL,
2007). O TNF-a € um potente ativador do NF-xB, que por sua vez é um
potente indutor de TNF-a. Esta retroalimentagdo positiva € a chave para
condi¢des inflamatorias cronicas, tais como a artrite reumatoide. A
terapia padrdo para essas condigdes inclui os bloqueadores de NF-kB,
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tais como o acido acetilsalicilico e os glicocorticdides. Entretanto, estes
farmacos possuem efeitos adversos consideraveis que limitam seu uso
em humanos. O AR, sendo um regulador ndo toxico da ativagdo do NF-
kB induzida pelo TNF-a, parece ser uma substancia promissora no
tratamento de doengas envolvendo a inflamagao (PAPA; GOMES;
ROCKWELL, 2007).

Porém, apesar de ser uma molécula bastante estudada, poucos
trabalhos como o trabalho de Lucarini e colaboradores (2013)
demonstram o efeito antinociceptivo do AR e os mecanismos pelo qual
ela exerce este efeito ainda ndo foram elucidados. A tabela 1 resume

algumas das principais atividades farmacoldgicas para o AR.

Tabela 1 — Efeitos farmacolégicos do AR.

Efeitos

Mecanismos de agdo

Referéncias

Antioxidante e
antiapoptotico

Sequestrador de peroxinitrito e
peroxido de hidrogénio

CHOI et al, 2002

Inibe a producdo de NO e da forma
induzida da iNOS induzidas por LPS
em macrofagos RAW264.7

QIAO et al., 2005

Inibe a atividade da caspase-3 e
diminui a quantidade de ROS na
apoptose induzida por H202 em
astrocitos

GAO etal., 2005

Antiapoptose e

Diminui a quantidade de ROS,
suprime Bcl-2, estimula a enzima
heme oxigenasse-1 (HO-1) na
apoptose induzida por H202 em
células SH-SYSY

LEE et al., 2008

Diminui a toxicidade induzida por 6-
OHDA no modelo de Parkinson

REN et al., 2009

Antiamnésico induzido por 6-OHDA em WANG et al.,
2012
camundongos
. ~ L ALKAM et al.,
Previne a redugdo de memoria pela 2007
injecdo E.C.V..de ABZS_35 por previnira gy o al,
nitrizagdo (nitration) das proteinas 2010
Inibe o crescimento bacteriano SALIN, et al.,
Bactericida (Staphylococcus aureus, Klebsiella 2011
pneumoniae, Proteus mirabilis e MASKOVIC et
Chlamydia pneumoniae)in vitro al., 2011
Derivados do AR inibem a
Antiviral contaminagao de linfécitos humanos DUBOIS etal,

MT-4 por HIV-1 e a HIV-1 integrase

2008
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Reduz as concentragdes de lipidios
sanguenos e controla o tamanho da

placa ateroesclerdtica na aorta em LL; TIAN;
A LIANG,2008
camundongos os com deficiéncia de
. apoE
Cardiovasculares —.——— — —
dl}mmNn a at1v1dad§ dOAln‘lbldVOT da SINKOVIC et al.,
ativacdo de plasminogénio sérico do 2010
tipo 1 (PAI-1)
Protege o miocardio contra o infarto FATHIAZAD et
induzido por isoproterenol em ratos al., 2012
Estimula a expressdo da tirosinase in ~~ SANCHEZ-
Fotoprotetor vitro no modelo de melanogénese em  CAMPILLO et al.,
células de melanoma murino B16 2009
Reduz as concentragdes de 1L-4 e IL-
5 no mOfielo de algrgla respiratoria COSTA et al, 2012
por particulas de diesel em
camundongos
Diminui a produg@o de TNF-a, IL-6 ¢
IL-1p nas lesdes pulmonares CHU et al, 2012
induzidas por LPS em camundongos
. Bloqueia a ﬁx.a(;a.o d0~compl§mento, SAHU: RAWAL:
Anti- atenuando a sinaliza¢8o mediada pelo
. . ] S PANGBURN,1999
inflamatorio receptor da célula T (pela inibigdo das . .
tividades de PLC-y1 e ITK), e KANG; YUN;
atv Y ’ WON, 2003

suprime a via de sinalizagdo IKK-
durante a upregulation de CCL11.

LEE et al., 2006

Reduz a mortalidade e reduz os
mediadores da inflamagdo TNF-a, IL-
6 ¢ IL-12 no modelo de encefalite
japonesa induzida por bactéria em
camundongos.

SWARUP et al.,
2007

Legenda: Principais efeitos farmacoldgicos do AR.

Segundo dados da organizacdo mundial da saude (OMS), estima-
se que cerca de 20% da populagdo mundial adulta sofra de algum tipo de
dor cronica (DOBKIN; BOOTHROYD, 2008). Em muitos casos, a falta
de tratamento adequado ou a inexisténcia de um tratamento realmente
efetivo acaba levando a disfuncdes e até mesmo incapacidade transitoria
ou permanente, afetando substancialmente a qualidade de vida e a
capacidade produtiva desses pacientes. Neste sentido, a continua busca
por novas estratégias terapéuticas que sejam eficazes e seguras, tem
revelado alternativas bastante promissoras no controle da dor,
relacionadas, por exemplo, ao exercicio fisico, terapia manual e
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acupuntura. No entanto, os medicamentos continuam a ser a principal
ferramenta para o tratamento e controle dos estados dolorosos, e as
plantas medicinais representam uma inesgotavel fonte de substancias
para a pesquisa de produtos com potencial efeito analgésico.

O uso de produtos naturais com propriedades terap€uticas € tdo
antigo quanto a civilizagdo humana e por um longo periodo de tempo,
minerais, produtos animais e plantas foram as principais fontes de
moléculas biologicamente ativas (PHILLPSON, 2001). Os compostos
derivados de plantas possuem uma grande diversidade molecular e
podem ser utilizados como modelo para a sintese de compostos mais
ativos e/ou seletivos para o tratamento de determinada doenga. Apesar
dos avancos da quimica e quimica farmacéutica, muitas sustancias
ativas derivadas de plantas tém sintese complexa e muitas vezes com
baixos rendimentos, o que torna a producdo industrial inviavel
economicamente (FRANCA et al., 2001).

Nos ultimos anos, hd um crescente interesse no uso terapéutico
de produtos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas, para
os mais diversos fins incluindo o tratamento da dor e das doengas
inflamatorias. Isso se deve a crise econdmica, o alto custo dos
medicamentos industrializados, a ineficiéncia da medicina convencional
no tratamento de algumas doengas, uso abusivo e/ou incorreto de
farmacos sintéticos podendo gerar sérios efeitos colaterais e ainda o
dificil acesso da populagdo a assisténcia médica (RATES, 2001).

Algumas espécies das familias Lamiaceae e Boraginaceae
apresentam atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria ja descritas na
literatura, sendo que plantas deste género sdo caracteristicas por
produzirem uma ampla variedade de polifendis, como o AR, com
propriedades farmacologicas ja bem descritas. Aliado a isso, estudos
prévios desenvolvidos em nosso laboratéorio demonstraram que a
Melissa officinalis, cujo principio ativo majoritario ¢ o AR, apresentou
efeito antinociceptivo em diferentes modelos animais. Além disto, o
proprio AR apresentou efeito antinociceptivo no modelo da nocicepcao
induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato (GUGINSKI et al.,
2009).

Somadas essas observagdes, e aliadas ao fato de que o AR
apresenta efeito anti-inflamatorio ja demonstrado em alguns modelos
animais, este trabalho propds investigar o potencial antinociceptivo e
anti-inflamatério desta substancia, bem como, explorar alguns dos
possiveis mecanismos de acdo envolvidos nestas atividades.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoéria do AR e seus possiveis mecanismos
de acao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o efeito antinociceptivo do AR em modelos de nocicepgao
aguda em camundongos.

- Avaliar o efeito antinociceptivo do AR em modelos de nocicepcao
cronica em camundongos.

- Avaliar a atividade anti-inflamatoéria do AR no modelo de peritonite
induzida pela carragenina.

- Avaliar o envolvimento do sistema glutamatérgico, serotoninérgico,
noradrenérgico e opidide no efeito antinociceptivo do AR.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 FARMACOS E REAGENTES

As substancias utilizadas, sua origem e eventuais caracteristicas
sdo listadas a seguir: acido rosmarinico, adjuvante completo de Freund,
carragenina,  cainato, acido  (%)-1-aminociclopentano-trans-1,3-
dicarboxilico, n-metil-D-aspartato, acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidnico, alfa-metil-para-tirosina e paraclorofenilalanina
(Sigma Aldrich, MO, Estados Unidos);acido acético e formalina
(Merck, Darmstadt, Germany); sulfato de morfina solugdo injetavel
(Unido Quimica, MG, Brasil); cloridrato de naloxona solucao injetdvel
(Cristalia, SP, Brasil); cloridrato de cetamina solucdo injetavel e
cloridrato de xilazina solu¢do injetdvel (Syntec, SP, Brasil);
dexametasona (Ach¢, SP, Brasil); isoflurano (Cristalia, SP, Brasil; kits
da R&D Systems (Minneapolis, MN) de ensaio imunoenzimatico
(ELISA) de citocinas (TNF-a, IL-1p e IL-10) para camundongos.

O AR, com teor de pureza de 98%, obtido da Sigma Aldrich
(USA), foi diluido em solugdo salina (0,9%) com 5% de TWEEN 80,
sendo entdo o veiculo. A concentracdo final de tween 80 ndo ultrapassou
5%, e ndo causou nenhum efeito per se.

3.2 ANIMAIS

Para os experimentos foram utilizados camundongos Swiss
machos de aproximadamente dois meses de idade, pesando entre 25 e 35
g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina. Todos os protocolos experimentais foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina sob registro PP00475.

Uma vez recebidos do Biotério Central, os animais foram
mantidos em biotério proprio, em micro-isoladores com circulagdo de
ar, em gaiolas de 12x30x18 cm (6 animais por gaiola), com temperatura
mantida a 22 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12h, com agua e comida a
vontade. Antes dos experimentos, os animais foram aclimatados ao
laboratorio por periodo minimo de 1h, e todos os procedimentos foram
conduzidos de acordo com as normas de cuidados com animais de
laboratorio e as diretrizes éticas para investigacdo de dor em animais
conscientes (ZIMMERMANN, 1983). Por outro lado, ¢ importante
salientar que o niumero de animais utilizados e os estimulos empregados
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foram os minimos necessarios para demonstrar estatisticamente os
efeitos dos tratamentos.

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO
ACIDO ROSMARINICO EM MODELOS DE NOCICEPCAO
AGUDA

3.3.1 Contorcdes abdominais induzidas pela injecdo intraperitoneal
de acido acético em camundongos.

A injecdo intraperitoneal de acido acético ¢ descrita como um
modelo para avaliar a nocicepg¢do visceral de origem inflamatéria, com
pouca especificidade, mas boa sensibilidade, podendo ser considerada
uma ferramenta para avaliagdo da atividade analgésica e anti-
inflamatoria de novos produtos (LE BARS; GOZARIU; CADDEN,
2001). Os animais foram tratados pela via intragéastrica (i.g.) com
veiculo (tween 80 5% em salina, 10 ml/kg) ou AR (1-10 mg/kg), dose
escolhida, assim como em todos os experimentos deste estudo, com base
em estudo prévio no nosso laboratorio (GUGINSKI et al., 2009) e
adaptada a intensidade do estimulo nociceptivo. Apds o tratamento, os
animais foram individualmente ambientados em funis de vidro
transparentes. Decorridos 60 min do tratamento, os animais receberam
uma inje¢do i.p. de 450 ul de acido acético (0,6%). Apds a injecdo do
acido acético os camundongos foram colocados em funis de vidros
individuais, e o numero de contor¢des abdominais foi quantificado
cumulativamente durante um periodo de 20 minutos. A dose capaz de
produzir 50% da inibi¢do maxima (DlIsy) foi calculada. As contorgdes
abdominais consistem na contragdo da musculatura abdominal
juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores de acordo com
o método descrito anteriormente (COLLIER et al., 1968; SANTOS et
al., 1999 a; LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).

3.3.2 Nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de formalina
em camundongos

O modelo de nocicep¢do induzida pela formalina permite avaliar
dois tipos distintos de nocicep¢do: a de origem neurogénica, decorrente
da estimulagdo direta das fibras nociceptivas e a de origem inflamatdria,
caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatorios (HUNSKAAR
et al., 1987, TIOLSEN et al., 1992). O teste de nocicepgao induzida pela
formalina foi executado conforme metodologia descrita por Figueiredo e
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colaboradores (2011), e consiste na injecdo de 20 pL. de uma solugdo de
formalina 2,5% (0,92% de formaldeido) na superficie ventral da pata
posterior direita. Apds aplicacdo, os animais foram colocados em
acrilicos transparentes individuais (13x13x8 cm) e observados com
relacdo ao tempo de resposta nociceptiva durante as duas fases do
modelo. O indicativo de nocicep¢do foi o tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada, durante os
primeiros cinco minutos apds a injecdo (primeira fase ou fase
neurogénica), e durante o intervalo de 15 a 30 minutos apds a inje¢do
(segunda fase ou fase inflamatoria). Os animais foram tratados pela via
i.g. com veiculo (10 ml/kg) ou AR (3-30 mg/kg) 60 minutos antes da
injecdo ipl. de formalina.

3.3.3. Nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de glutamato
em camundongos

Uma vez que o sistema glutamatérgico ¢ um dos mais
importantes sistemas envolvidos na transmissdo do estimulo
nociceptivo, tanto em nivel periférico quanto central (BEIRITH;
SANTOS; CALIXTO, 2002; JESSE; SAVEGNAGO; NOGUEIRA,
2008), verificou-se o efeito do tratamento com o AR administrado por
via intragastrica (i.g.) no modelo de nocicep¢do induzida pelo
glutamato. O procedimento utilizado foi semelhante ao descrito por
Meotti e colaboradores(2006). Os animais foram tratados
intragastricamente com veiculo (10 ml/kg) ou AR (0,3-3 mg/kg). Apods
60 minutos da administracdo dos tratamentos com o AR ou veiculo, os
animais foram injetados intraplantarmente (20 pL) com solugdo de
glutamato (20 pmol/pata, preparado em salina com o pH ajustado para
7,0 em NaOH) na pata traseira direita. Em seguida, os animais foram
colocados individualmente em acrilicos transparentes individuais
(13x13x8 cm), sendo que o tempo em que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada foi cronometrado por um periodo
de 15 min e considerado como indice de nocicepgao.
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3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO
ACIDO ROSMARINICO EM MODELOS DE NOCICEPCAO
CRONICA

3.4.1 Neuropatia induzida pela constricio parcial do nervo ciitico
(LNPC)

O modelo experimental de neuropatia induzida pela constricdo
parcial do nervo ciatico mimetiza sintomas importantes observados em
pacientes com neuropatia periférica e ¢ muito empregado na pesquisa
comportamental (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990). Os animais
foram anestesiados intraperitonealmente com cetamina (100 mg/kg) e
xilazina (5 mg/kg). Uma incisdo lateral na perna direita foi realizada
para a exposi¢do do nervo ciatico, que foi dissecado das veias e dos
tecidos aderentes de acordo com o método descrito para ratos
(SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990) e adaptado para camundongos
(MALMBERG e BASBAUM, 1998). A ligadura de aproximadamente
1/2 a 2/3 do nervo cidtico foi realizada com o auxilio do fio de sutura
(Ethicon, Cardiovascular, 7.0 Prolone) que também foi utilizado para
suturar a fascia; ja a epiderme foi suturada com fio 4.0 (Ethicon,
Cardiovascular, Ethibond).

Os camundongos operados receberam veiculo (10 ml/kg) ou AR
(1-10 mg/kg) pela via ig. 7 dias apds a cirurgia. O grupo falso operado
(FO) (teve o procedimento cirirgico sem a constri¢do) recebeu veiculo
(10 ml/kg). A hiperalgesia mecanica foi avaliada imediatamente antes (0
h) e depois (1, 2 e 4 horas) do tratamento para avaliar o efeito temporal
do AR. Para investigar os efeitos do tratamento prolongado, o AR foi
administrado 2 x ao dia (a cada 12 h) e a hiperalgesia mecanica foi
avaliada 2 h apos o primeiro tratamento do dia. O tratamento repetido
foi administrado do 7° ao 11° dia depois da ligadura, sendo interrompido
por 2 dias. O tratamento foi reiniciado por mais dois dias para avaliar o
desenvolvimento de uma possivel tolerancia ao AR.

A hiperalgesia mecéanica foi avaliada segundo Bortolanza e
colaboradores (2002), onde a frequéncia de retirada da pata a 10
aplicacdes dos filamentos de von Frey (0,4 g) sob a regido plantar da
pata que teve a constri¢do foi expressa como porcentagem. A frequéncia
de retirada foi determinada antes e depois da constricao.
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3.4.2 Nocicepcao inflamatoria cronica induzida pelo adjuvante
completo de Freund (CFA)

O adjuvante completo de Freund injetado na pata traseira ¢ um
dos agentes mais comumente utilizados para mimetizar uma inflamacao
de longa duracdo com dano tecidual (MERSKEY; BOGDUK, 1994). Os
camundongos foram tratados com 20ul de CFA (Adjuvante completo de
Freund, 1 mg/ml de Mycobacterium Tuberculosis em 85% de 6leo de
parafina e 15% de monoleato manida) subcutaneamente na superficie
plantar da pata posterior direita. Vinte e quatro horas apds, os
camundongos foram tratados intragastricamente com veiculo (10 ml/kg)
ou AR (1-10 mg/kg). O grupo que ndo recebeu CFA (falso-tratamento)
recebeu salina, (0,1 ml/10 g, i.pl.). A hiperalgesia mecénica foi avaliada
imediatamente antes (0 h) e depois (1, 2 e 4 h) do tratamento para
avaliar o efeito temporal do AR. Para investigar os efeitos do tratamento
prolongado, o AR foi administrado 2 x ao dia (a cada 12 h) e a
hiperalgesia mecanica foi avaliada 1 h ap6s o primeiro tratamento do
dia. O tratamento repetido foi administrado do 7° ao 11° dia depois da
ligadura, sendo interrompido por 2 dias. O tratamento foi reiniciado por
mais dois dias para avaliar o desenvolvimento de uma possivel
tolerancia ao AR.

A hiperalgesia mecéanica foi avaliada segundo Bortolanza e
colaboradores (2002) de acordo com o descrito no item 4.3.1.

3.43 Dor cronica induzida pelo modelo da sindrome da dor
complexa regional (SDCR)

Coderre e colaboradores (2004) desenvolveram um modelo da
SDCR tipo I em ratos, e chamaram-no de dor pods-isquemia cronica
(DPIC). O método consiste na colocacdo de um torniquete no tornozelo
do animal. Para isto o rato ¢ anestesiado e um anel de borracha ¢
colocado proximal a articulagdo do tornozelo, reduzindo o seu fluxo
sanguineo por trés horas. Posteriormente o mesmo ¢ removido para
permitir a reperfusdo. Dois dias apos a reperfusdo, o animal apresenta
dor inflamatéria e, no sétimo dia, dor neuropatica. Este modelo foi
adaptado para camundongos em nosso laboratério e o modo como se
procede em camundongos segue abaixo.

Para realizacdo da isquemia, os animais foram anestesiados com
uma inje¢do intraperitoneal de hidrato de cloral (7%, 0,6 ml/kg)
(QUINTAO et al., 2006). Apos a verificagio da perda do estado de
consciéncia do animal (através do pingamento da cauda e das pregas
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interdigitais), posicionou-se um anel elastico com 1,2 mm de diametro
interno (Elastico Ligadura 000-1237 Uniden) proximal a articulagdo do
tornozelo direito de modo a fazer um torniquete. O animal foi mantido
sob anestesia com reforcos de 20% do volume inicial por trés horas e
entdo o anel foi cortado permitindo a reperfusdo da pata. Apds a
isquemia, os animais permaneceram proximos a uma lampada até
retornarem a deambular pela caixa, voltando posteriormente para o
biotério do laboratorio.

Com o objetivo de avaliar tanto a dor inflamatoéria quanto a dor
neuropatica gerada pela isquemia/reperfusdo, os animais foram
avaliados em dois procedimentos diferentes:

- Procedimento 1: Os camundongos receberam veiculo (10 ml/kg)
ou AR (1-10 mg/kg) pela via i.g. 2 dias apds o procedimento de
isquemia/reperfusdo. O grupo falso operado (ndo teve o procedimento
de isquemia/reperfusdo) recebeu veiculo (10 ml/kg). A hiperalgesia
mecanica foi avaliada imediatamente antes (0 h) e depois (1,2 e 4 h) do
tratamento para avaliar o efeito temporal do AR. Para investigar os
efeitos do tratamento prolongado, o AR foi administrado 2 x ao dia (a
cada 12 h) e a hiperalgesia mecéanica foi avaliada 1 h apds o primeiro
tratamento do dia. O tratamento repetido foi administrado do 2° ao 6° dia
depois da ligadura, sendo interrompido por 2 dias. O tratamento foi
reiniciado por mais dois dias para avaliar o desenvolvimento de uma
possivel tolerancia ao AR.

- Procedimento 2: idéntico ao procedimento 1, porém, iniciando
7 dias apods a isquemia/reperfusdo. A hiperalgesia mecanica foi avaliada
utilizando os filamentos de Von Frey segundo BORTOLANZA et al.
(2002) de acordo com o descrito no item 4.3.1

3.5 AVALIACAO DOS POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO DO
ACIDO ROSMARINICO

3.5.1 Avaliacdo da participacio do sistema glutamatérgico

Com o objetivo de evidenciar mais diretamente a participacdo do
sistema glutamatérgico no efeito antinociceptivo do AR em nivel
central, agonistas de receptores para aminodcidos excitatorios (AAEs)
foram administrados intratecalmente. O procedimento utilizado para a
injecdo it. foi similar ao descrito previamente por Hylden e Wilcox
(1980). Apos tricotomia da pele, os animais foram imobilizados
manualmente e uma agulha conectada a uma microseringa de 25 pl foi
inserida através da pele no espaco subdural entre as vértebras espinais
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L5-L6. A resposta nociceptiva foi definida como o tempo em que o
animal permaneceu lambendo ou mordendo os membros inferiores
(patas posteriores, cauda e abdomen) apos administragdo i.t. (5 pl) de N-
metil-D-aspartato  (NMDA, agonista seletivo de receptores
glutamatérgicos ionotropicos do subtipo NMDA, 450 pmol/sitio); acido
(£)-1-aminociclopentano-trans-1,3-dicarboxilico(trans-ACPD, agonista
ndo-seletivo dos receptores glutamatérgicos metabotropicos, 10
nmol/sitio);  acido  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
(AMPA, agonista seletivo de receptores glutamatérgicos ionotrépicos do
subtipo AMPA, 135 pmol/sitio) e cainato (agonista seletivo de
receptores glutamatérgicos ionotropicos do subtipo cainato, 110
pmol/sitio) (SCHEIDT et al., 2002; GADOTTI et al., 2006). O tempo
que o animal lambeu/mordeu a regido posterior foi cronometrado dentro
do tempo padronizado para cada agonista (NMDA: 5 min, AMPA: 1
min, cainato: 4 min e trans-ACPD: 15 min, apds sua administracdo) e
considerado como indice de nocicepg¢ao. Os animais receberam pela via
i.g. veiculo (10 ml/kg) ou AR, na dose que apresentou efeito no modelo
de nocicepcdo induzida por glutamato intraplantar, 3 mg/kg, 60 min
antes da injecdo i.t. dos agonista glutamatérgicos.

3.5.2 Avaliacdo da participacio das citocinas pré-inflamatdérias

As citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a e a IL-1p, também
estdo envolvidos na modulacdo de processos nociceptivos, € a
capacidade das citocinas induzirem nocicep¢do quando administradas
por via i.t. tem sido atribuida a indugdo da liberacdo de glutamato e SP
dos terminais nervosos (TADANO et al., 1999; CHOI et al., 2003). Por
esta razdo, foi investigado o efeito do AR na resposta nociceptiva
induzida pelo TNF-a e pela IL-1B em camundongos. O procedimento
para a administracdo i.t. de TNF-a (0,1 pg/sitio) e IL-1p (1 pg/sitio) foi
semelhante ao descrito anteriormente e o tempo de resposta nociceptiva
foi cronometrado dentro do tempo padronizado das citocinas, 15 min
(CHOI et al., 2003; MEOTTI et al., 2007). Os animais foram tratados
com veiculo (10 ml/kg, i.g.) ou AR (3 mg/kg, i.g.) 60 min antes da
injecdo i.t. das citocinas. Apds os animais foram colocados
individualmente em acrilicos transparentes individuais (13x13x8 cm), e
o tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo os
membros inferiores (patas posteriores, cauda e abdomen) foi
cronometrado por um periodo de 15 min e considerado como indice de
nocicepgao.
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3.5.3 Avaliacdo do envolvimento do Sistema Opiodide

Para avaliar se o sistema opidide poderia estar envolvido no
efeito antinociceptivo do AR, utilizou-se a metodologia descrita por
SANTOS ¢ colaboradores (1999). Os animais foram tratados
previamente com naloxona (1 mg/kg, i.p.), um antagonista ndo-seletivo
de receptores opiodides, 20 minutos antes da administragdo de veiculo
(10 ml/kg, i.g.), AR(3 mg/kg, i.g.) ou do controle positivo morfina (2,5
mg/kg, s.c.), e a resposta nociceptiva foi verificada apds a injecdo
intraplantar de glutamato (20 pmol/pata, preparado em salina com o pH
ajustado para 7,0 com NaOH) na pata traseira direita. Em seguida, os
animais foram colocados individualmente em acrilicos transparentes
individuais (13x13x8 cm), e o tempo em que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada foi cronometrado por um periodo
de 15 min e considerado como indice de nocicepgao.

3.5.4 Avaliacio do envolvimento do Sistema Serotoninérgico

Para investigar o envolvimento da producdo de 5-HT enddgena
no efeito antinociceptivo do AR, camundongos foram tratados
previamente com p-clorofenilalanina metil éster (PCPA, 100 mg/kg, i.p.,
inibidor da sintese de 5-HT) ou com veiculo, uma vez ao dia, durante 4
dias consecutivos. Apos 20 min decorridos da ultima administracdo de
PCPA, os animais receberam AR(3 mg/kg, i.g.)ou veiculo (10 ml/kg,
i.g.),e a resposta nociceptiva foi verificada apds a injecdo intraplantar de
glutamato (20 pmol/pata, preparado em salina com o pH ajustado para
7,0 com NaOH) na pata traseira direita. Em seguida, os animais foram
colocados individualmente em acrilicos transparentes individuais
(13x13x8 cm), e o tempo em que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada foi cronometrado por um periodo de 15 min e
considerado como indice de nocicepgao.

3.5.5 Avaliacio do envolvimento do Sistema Noradrenérgico

Para investigar o envolvimento da producdo de noradrenalina
endogena no efeitoantinociceptivo do AR, camundongos foram tratados
previamente com alfa-metil-p-tirosina (AMPT, 100 mg/kg, i.p., inibidor
da sintese de noradrenalina) ou com veiculo, 4 horas antes do tratamento
comAR(3 mg/kg, i.g.)ou veiculo (10 ml/kg, i.g.),e a resposta nociceptiva
foi verificada apds a injecdo intraplantar de glutamato (20 pmol/pata,
preparado em salina com o pH ajustado para 7,0 com NaOH) na pata
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traseira direita. Em seguida, os animais foram colocados
individualmente em acrilicos transparentes individuais (13x13x8 cm), e
o tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata
injetada foi cronometrado por um periodo de 15 min e considerado
como indice de nocicepgao.

3.6 AVALIACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DO ACIDO
ROSMARINICO

3.6.1 Peritonite induzida por carragenina

A carragenina foi utilizada como estimulo para produzir uma
resposta inflamatoéria aguda na cavidade peritoneal dos camundongos,
com um grande nimero de leucdcitos no exsudato. Os animais foram
tratados previamente com veiculo (10 ml/kg, i.g.), glicocorticoide
dexametasona (anti-inflamatorio esteroidal usado como controle
positivo, 0,5 mg/kg, i.p.) ou AR (1-10 mg/kg, i.g.) 60 min antes da
injecdo de 0,5 ml de carragenina (750 microgramas/cavidade) na
cavidade peritoneal. O grupo salina recebeu somente uma injecao de 0,5
ml de salina (10 ml/kg) no peritonio.

Quatro horas apds a inducdo da peritonite, os animais foram
mortos por inalagdo de CO; e a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5
ml de solugdo salina heparinizada (20 Ul/ml). A seguir, o liquido
peritoneal foi coletado e processado para posterior analise da
celularidade, determinagao das concentragdes de citocinas e da atividade
da mieloperoxidase (PAGANO et al., 2002).

3.6.1.1 Contagem dos leucocitos peritoneais

A contagem de leucocitos totais foi realizada utilizando-se a
camara de Neubauer ap6s a dilui¢do do fluido peritoneal com liquido de
Turk (1:20). Além disso, utilizando um microscopio otico, foi feita a
contagem diferencial de leucdcitos no fluido peritoneal que foi
posteriormente confirmado pela contagem das aliquotas destas células
que foram centrifugadas em uma citocentrifuga Cytospin (Tharmac,
Germany) e corado com May-Grunwald Giemsa (MONTANHER et al.,
2007).



58

3.6.1.2 Determinagdo das concentragdes de citocinas

Quatro horas apo6s a peritonite induzida pela carragenina,
amostras (100 pl) do fluido intraperitoneal foram coletadas e
imediatamente preparadas para a andlise das citocinas. Kits de ensaio
imuno absorventes ligados a enzimas (ELISA), comercialmente
disponiveis, foram utilizados. As concentracdes das citocinas, TNF-a
(kit DY410, sensi de 31.25-2000 pg), IL-1p (kit DY401, sensi del5.62-
1000 pg) e IL-10 (kit DY417, sensi de 31.25-2000 pg) foram
mensurados de acordo com as instrugdes do fabricante. As
concentragdes de citocinas foram estimados por interpolacdo de uma
curva padrio obtida por medidas colorimétricas em 450 nm
(comprimento de onda de corregdo de 540 nm) usando um leitor de
placa de ELISA (Berthold Technologies — Apollo 8 — LB 912, KG,
Alemanha). Todos os resultados foram expressos em pg/ml.

3.6.1.3 Quantificacao da mieloperoxidase (MPO)

Amostras do exudato peritoneal (100 pl) foram coletadas e
imediatamente preparadas para a analise da atividade da MPO. Os
exudatos foram centrifugados a 10,000 x g por 30 min a 4°C. Uma
aliquota entdo foi usada para reacdo com solugcdo de 1.6 mM de
tetrametilbenzidina HCI em dimetilformamida e 0.1 mM de peréxido de
hidrogénio em placas de 96 pocos. As placas foram incubadas a 37°C
por 3 min, e entdo a reacdo foi cessada pela adigdo de acetato de sodio
(1.46 M, pH 3.0). A atividade da MPO foi estimada pela média das
medidas colorimétricas usando o leitor de placa (Berthold Technologies
— Apollo 8 — LB 912, KG, Alemanha) em uma absorbancia de 650 nm.
Os dados foram expressos como DO/ml.

3.6.1.4 Extravasamento Celular

No inicio do experimento, os camundongos foram anestesiados
com isoflurano (1-2%), e uma solu¢@o de azul de Evans (25 mg/kg) foi
injetada intravenosamente para ser o marcador de permeabilidade
capilar. Uma amostra do liquida intraperitoneal (500 pl) foi coletada,
separada e estocada a — 20°C para determinar a concentracao de azul de
Evans. A quantidade de azul de Evans extravasado foi estimada por
medidas colorimétricas usando uma placa de leitura (Berthold
Technologies — Apollo 8 — LB 912, KG, Germany) em uma absorbancia
de 620 nm. Os dados foram expressos em termos de concentracdo do
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azul de Evans (pg/ml) que extravazou para a cavidade peritoneal por
interpolacdo de uma curva padrdo de azul de Evans na faixa de 5-100
pg/ml.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTANEA

Para excluir a possibilidade de prejuizo no desempenho motor
dos animais apos o tratamento com o AR, foi avaliada a atividade
locomotora espontdnea no campo aberto. A atividade locomotora foi
avaliada em um campo aberto, que consiste de uma caixa de madeira
medindo 40 x 60 x 50 cm e o fundo desta arena foi dividido em 12
quadrados idénticos (MEOTTI et al., 2006).

Os camundongos foram tratados com veiculo (10 ml/kg, i.g.)ou
AR (1-10 mg/kg, i.g.) 60 min antes de serem colocados individualmente
na arena e observados por um periodo de 6 min. O numero de quadrados
cruzados com todas as patas foi contado.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da
média (E.P.M.) e os dados foram analisados por andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do teste de Newman Keuls. Os dados de
nocicep¢do cronica, bem como os mecanismos opidide foram analisados
por ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguido do teste de
Bonferroni. Os valores de DIso(dose capaz de inibir 50% do efeito
maximo) foram determinados por regressdo ndo-linear e reportados
como a média geométrica com intervalo de confianga de 95%. Demais
resultados foram analisados por meio do teste t de Student. Todas as
analises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prisma
5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Valores de p menores
que 0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DO ACIDO ROSMARINICO EM MODELOS ANIMAIS
DE NOCICEPCAO AGUDA

4.1.1 Contorg¢des abdominais induzidas pela injecio intraperitoneal
de acido acético em camundongos.

Os dados apresentados na figura 5 mostram que a administracdo
intragastrica do AR (1 — 10mg/kg) causou inibi¢do dependente da dose
do numero de contor¢des abdominais induzidas pela injecdo
intraperitoneal de acido acético em camundongos quando comparado
com o grupo controle. A DI, estimada foi de 10 mg/kg e a inibicdo de
50 + 4%.

Figura 5 — Efeito do AR administrado pela via i.g. na nocicepgdo
induzida pelo acido acético em camundongos.
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Legenda: Cada coluna representa a média de 8-10 animais e as linhas verticais
indicam os E.P.M.. Os simbolos denotam os niveis de significancia * P < 0,05;
*¥* P <0,01 e ¥* P <0,001 comparados com o grupo controle (C)(salina+5%
tween 80) (ANOVA de uma via seguida do teste de Student-Newman—Keul’s).
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4.1.2 Nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de formalina
em camundongos.

O teste da formalina foi utilizado em conjunto com o teste das
contor¢des induzidas pelo 4cido acético, para a avaliacdo inicial do
possivel efeito antinociceptivo do AR. Conforme demonstrado na figura
6, o AR, nas doses de 10 e 30 mg/kg, foi capaz de diminuir o
comportamento nociceptivo dos animais na segunda fase (fase
inflamatéria) do teste da formalina (Figura 6), com uma inibi¢ao de 54 +
9% nos animais tratados com a dose de 30 mg/kg quando comparado
com o grupo controle.

Figura 6 - Efeito do AR na nocicep¢do induzida pela formalina em
camundongos.
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Legenda: Efeito antinociceptivo do AR (3-30mg/kg) administrado pela via oral
em relagdo a nocicepg¢do neurogénica (A) e inflamatéria (B), induzida pela
injecdo i.pl. de formalina (2,5%) em camundongos. Cada grupo representa a
média de 6-8 animais e as linhas verticais indicam os E.P.M.. Os simbolos
denotam os niveis de significancia * P < 0,05comparados com o grupo controle
(C)(salina+5% tween 80) (ANOVA de uma via seguida do teste de Student-
Newman—Keul’s).

4.1.3 Nocicep¢ao induzida pela injecdo intraplantar de glutamato
em camundongos.

Os resultados apresentados na figura 7 demostram que o AR (1 e
3 mg/kg), quando administrado pela via i.g., causou uma inibicdo
significativa e dependente da dose na nocicep¢ao induzida pela injecdo
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i.pl. de glutamato, com uma DI, de 1,1 (0,6-1,8) mg/kg e uma inibicdo
de 63+9 % quando comparado com o grupo controle.

Figura 7 - Efeito do AR na nocicepc¢do induzida pelo glutamato em
camundongos.
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Legenda: Efeito antinociceptivo do AR (0,3-3,0mg/kg) administrada pela via
i.g. em relagdo a nocicep¢@o induzida pela inje¢do i.pl. de glutamato (20
pmol/pata) em camundongos. Cada grupo representa a média de 8 animais ¢ as
barras verticais indicam os E.P.M.. Os simbolos denotam os niveis de
significancia ** P < 0,01 e *** P < 0,001 comparados com o grupo Controle
(C)(salina+5% tween 80) (ANOVA de uma via seguida do teste de Student-
Newman—Keul’s).

42 EFEITO DO ACIDO ROSMARINICO EM MODELOS DE
NOCICEPCAO CRONICA

4.2.1 Efeito do dcido rosmarinico sobre a dor neuropatica induzida
pela constricdo parcial do nervo ciitico

A ligagdo parcial do nervo cidtico causou um importante
desenvolvimento da hiperalgesia mecénica na pata traseira ipsilateral, 7
dias apo6s o procedimento cirtirgico comparado com o grupo falso
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operado (FO). O tratamento agudo com o AR pela via i.g. (1-10 mg/kg)
diminuiu significativamente as respostas de retirada da pata, com
inibicdo de 46 + 14% apds 2 h do tratamento na dose de 10 mg/kg
(Figura 8A). O tratamento diario como AR (1, 3 el0 mg/kg, i.g.), duas
vezes ao dia, por cinco dias consecutivos, causou diminui¢do
significativa da hiperalgesia mecanica dos camundongos, as inibi¢des
maximas observadas em cada dia de tratamento ficaram entre 39 + 8% e
54 + 5%. Apos a suspensdo do tratamento, o efeito anti-hiperalgésico do
AR nao foi observado. Quando o tratamento foi restabelecido no oitavo
e no nono dia, a administragdo de AR (1-10 mg/kg, i.g.) produziu o
mesmo efeito anti-hiperalgésico (60 = 6% de inibi¢do na dose de 10
mg/kg, i.g.), mostrando que o AR ndo induziu tolerancia neste modelo
(Figura 8B).
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Figura 8 — Efeito do AR na hiperalgesia mecéanica no modelo da LNPC.
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Legenda: Efeitos da administragdo aguda (painel A) e crdnica (painel B) do AR
(1-10 mg/kg) administrado pela via i.g. na hiperalgesia mecénica (dor
neuropatica) induzida pela constrigdo parcial do nevo ciatico em camundongos.
No ponto B estdo representados os animais antes da cirurgia. No ponto A estdo
representados os animais 7 dias apds a cirurgia. No sexto e no sétimo dia os
animais nao foram tratados com AR. Cada grupo representa a média de 8
animais e as linhas verticais indicam os E.P.M.. Os simbolos denotam os niveis
de significancia * P < 0,05; ** P < 0,01 ¢ ** P < 0,001 comparados com o
grupo controle (V) (ANOVA de uma via seguida do teste de Student-Newman—
Keul’s).
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4.2.2 Efeito do acido rosmarinico sobre a dor inflamatoria induzida
pelo CFA

A injecdo de CFA na pata ¢ um modelo de dor inflamatéria que
aumenta o limiar de hiperalgesia mecéanica em resposta a aplicacdo do
filamento de von Frey (0.4 g), quando comparado ao grupo falso-
tratado (Figura9, A e B). Os resultados observados na figura 9A
demonstram que o AR (1-10 mg/kg i.g.) produziu, de forma aguda, uma
inibicdo significante da hiperalgesia mecanica induzida pela injecdo
intraplantar de CFA na pata direita, com inibi¢gdo méxima de 39 + 12%.
Quando o AR (1-10 mg/kg i.g.) foi administrado cronicamente (duas
vezes ao dia de 12 em 12 horas) por 5 dias, ele também reduziu
significativamente a hiperalgesia mecanica induzida pelo CFA (Figura
9B). Este efeito foi evidente até o quinto dia de tratamento (inibi¢des
entre 39 + 12% e 87+11%). Quando o tratamento foi interrompido por
dois dias, a hiperalgesia mecénica foi reestabelecida. E quando o
tratamento foi reiniciado no oitavo dia, o AR mais uma vez reduziu
significativamente a hiperalgesia mecéanica.

4.2.3 Efeito do acido rosmarinico sobre a dor inflamatéria e
neuropatica induzida no modelo de dor poés isquemia cronica
(DPIC)

O DPIC, um modelo animal da sindrome da dor complexa regional do
tipo I, aumentou o limiar basal de hiperalgesia mecénica em resposta a
aplicacdo dos filamentos de von Frey (0.4 g), comparado ao grupo que
ndo sofreu o procedimento (SP) (Fig 10, A e B; Fig 11, A e B). O AR
(1-10 mg/kg i.g.) reduziu a resposta de hiperalgesia mecénica produzida
pelo DPIC no teste feito 2 dias apds o procedimento (dor neurogénica),
com inibicdo de 82 +14% duas horas apods o tratamento (Figura 10A),
bem como, no teste feito 7 dias apos o procedimento (dor inflamatoria),
com inibi¢do de 66+ 84% uma hora apos o tratamento e uma inibicdo de
42 + 3% duas horas apos o tratamento (Figura 11A). Quando
administrado cronicamente (12/12 h) por 5 dias, o AR (1-10 mg/kg i.g.)
reduziu significativamente a hiperalgesia mecéanica provocada pelo
DPIC tanto nos testes feitos 2 dias apos o procedimento (inibicdo de 39
+8 % a 86+14%.), quanto nos testes feitos 7 dias apds o procedimento
(inibigdo de 44 + 3 % a 74+ 3%.), e a suspensdo do tratamento por dois
dias ndo afetou sua eficacia nos dias subsequentes (Figuras 10 e 11B).
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Figura 9 — Efeito do AR na hiperalgesia mecanica induzida pelo CFA.
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Legenda: Efeitos da administragdo aguda (painel A) e crdnica (painel B) do AR
(AR) (1-10 mg/kg) administrada pela via i.g. na hiperalgesia mecénica (dor
inflamatoria)induzida pela inje¢do intraplantar de CFA em camundongos. No
ponto B estdo representados os animais antes do CFA. No ponto A estdo
representados os animais 7 dias apos o CFA. No sexto ¢ no sétimo dia os
animais ndo foram tratados com AR. Cada grupo representa a média de 8-10
animais e as linhas verticais indicam os E.P.M.. Os simbolos denotam os niveis
de significancia * P < 0,05; ** P < 0,01 ¢ ** P < 0,001 comparados com o
grupo controle (V) (ANOVA de uma via seguida do teste de Student-Newman—
Keul’s).



68

Figura 10— Efeito do AR na hiperalgesia mecanica inflamatoria no
modelo da DPIC.
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Legenda: Efeitos da administragdo aguda (painel A) e crénica (painel B) do AR
(AR) (1-10 mg/kg) administrada pela via i.g. na hiperalgesia mecanica(dor
inflamatéria) induzida pelo DPIC em camundongos. No ponto B estdo
representados os animais antes da isquemia (DPIC). No ponto A estdo
representados os animais 7 dias ap6s a isquemia (DPIC). No sexto e no sétimo
dia os animais ndo foram tratados com AR. Cada grupo representa a média de
8-10 animais e as linhas verticais indicam os E.P.M. Os simbolos denotam os
niveis de significancia * P <0,05; ** P <0,01 ¢ ** P <0,001 comparados com
o grupo controle (V) (ANOVA de uma via seguida do teste de Student-
Newman—Keul’s).
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Figura 11 — Efeito do AR na hiperalgesia mecanica neuropatica no
modelo da DPIC.
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Legenda: Efeitos da administracdo aguda (A) e cronica (B) do AR (AR) (1-10
mg/kg) administrada pela via i.g. na hiperalgesia mecéanica (dor neuropatica)
induzida no modelo da DPIC. No ponto B estdo representados os animaisantes
daisquemia (DPIC). No ponto A estdo representados os animais 2 dias apds a
isquemia (DPIC). No sexto e no sétimo dia os animais ndo foram tratados com
AR. Cada grupo representa a média de 8-10 animais e as linhas verticais
indicam os E.P.M.. Os simbolos denotam os niveis de significancia * P < 0,05;
** P <0,0l e ¥*** P <0,001 comparados com o grupo controle (V) (ANOVA
de uma via seguida do teste de Student-Newman—Keul’s).
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4.3 AVALIACAO DOS POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO DO
ACIDO ROSMARINICO

4.3.1 Efeito do acido rosmarinico na nocicepcio induzida por
agonistas glutamatérgicos.

Para avaliar a atividade antinociceptiva do AR sobre a
nocicepcdo induzida pela ativacdo de receptores glutamatérgicos,
agonistas dos receptores glutamatérgicos ionotropicos (NMDA, AMPA
e cainato) e metabrotopicos (trans-ACPD) foram injetados
intratecalmente e o comportamento nociceptivo foi observado. Constata-
se na figura 12 que, o AR (AR) (3,0mg/kg), administrado pela via i.g,
reduziu significativamente o comportamento nociceptivo induzido pelo
NMDA (Figura 14A) com inibi¢do de 35 = 15%, porém, ndo alterou a
resposta nociceptiva induzida pelo AMPA (Figura 14B), cainato (Figura
14C) e trans-ACPD (Figura 14D).
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Figura 12 — Efeito do AR sobre o sistema glutamatérgico.
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Legenda: Efeito da administrago i.g. de AR (AR) (3,0mg/kg), sobre a resposta
nociceptiva induzida pela inje¢do i.t. de NMDA (450 pmol/sitio) (A), AMPA
(135 pmol/sitio) (B),cainato (110 pmol/sitio) (C) e trans-ACPD (10 nmol/sitio)
(D) em camundongos. Cada coluna representa a média de 6-8 animais e as
linhas verticais indicam o E.P.M. O simbolo denota o nivel de significdncia *P
< 0,05 comparado ao grupo controle (NMDA + veiculo: coluna preta)(teste t de
Student).

4.3.2 Efeito do acido rosmarinico na nocicepcio induzida por
citocinas pré-inflamatorias.

A citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1 sdo capazes de gerar
comportamento nociceptivo pela ativagdo direta dos nociceptores. Para
avaliar o efeito do AR na reversdo da acdo nociceptiva gerada por estas
citocinas, o TNF-a e IL-I1p foram injetadas intrecalmente e o
comportamento nociceptivo foi observado. A figura 13 mostra que o
tratamento dos animais com AR (AR) (3.0mg/kg) via i.g. inibiu
significativamente a nocicepc¢ao causada tanto pela injecdo i.t. de TNF-a
quanto pela inje¢ao i.t. de IL-1P. As inibi¢des maximas obtidas foram de
71 + 8% para o TNF-a e 41 + 14% para a IL-1.
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Figura 13 — Efeito do AR sobre as citocinas pro-inflamatorias.
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Legenda: Efeito da administragdo i.g. de AR (AR) (3.0mg/kg), sobre a
nocicep¢do induzida pela injecdo i.t. de IL-1p ou TNF-a (0,1 pg/sitio para cada
citocina) em camundongos. Cada coluna representa a média de 6-8 animais e as
linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de
significancia **P < 0,01 ¢ *P < 0,05, comparado ao grupo controle (veiculo:
tween 80 5% + TNF-a ou IL-1f: colunas pretas)(teste t de Student).

4.3.3 Envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo do
4cido rosmarinico

O tratamento prévio dos animais com naloxona, um antagonista
ndo-seletivo de receptores opidide (1 mg/kg, ip.) reverteu
significativamente o efeito antinociceptivo promovido pela morfina (2,5
mg/kg, s.c.) (Figura 14A), mas ndo reverteu o efeito antinociceptivo do
AR (3 mg/kg, i.g.) no modelo de nocicep¢do induzida pela inje¢do
intraplantar de glutamato (Figura 14B).
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Figura 14— Participacdo do sistema opidide no efeito antinociceptivo do
AR.
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Legenda: Efeito do tratamento prévio dos animais com naloxona (1 mg/kg, i.p.)
sobre o efeito antinociceptivo do AR (3mg/kg, i.g.) e da morfina (2,5 mg/kg,
s.c.) em relagdo a nocicepc¢do induzida pela injecdo intraplantar de glutamato
(20 pmol/pata) em camundongos. Cada coluna representa a média de 8 animais
e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de
significancia *¥P< 0.1; ***P< 0.001 comparado ao grupo controle (animais
injetados com veiculo: tween 80 5% e glutamato i.pl.), ##P < 0,01.ANOVA de
uma via seguido do teste de Student-Newman-Keul’s.

4.3.4 Envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito
antinociceptivo do 4cido rosmarinico

Para verificar o possivel envolvimento do sistema serotonérgico
no efeito antinociceptivo do AR, os animais foram tratados previamente
com PCPA, um inibidor da triptofano hidroxilase, enzima que participa
da via de sintese da 5-HT (100 mg/kg, i.p., por 4 dias consecutivos). O
tratamento prévio com PCPA reverteu, de forma significativa, o efeito
antinociceptivo promovido pelo AR (3 mg/kg, i.g.), no modelo de
nocicep¢do induzida pelo glutamato (Figura 15B). Do mesmo modo,
reverteu o efeito antinociceptivo promovido pela morfina (2,5 mg/kg,
s.c.) (Figura 15A).
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Figura 15 — Participacdo do sistema serotoninérgico no efeito
antinociceptivo do AR.
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Legenda: Efeito do tratamento prévio dos animais com PCPA (100 mg/kg, i.p.,
por 4 dias consecutivos), sobre o efeito antinociceptivo do AR (3mg/kg, i.g.)em
relagdo a nocicepgdo induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato (20
pmol/pata) em camundongos. Cada coluna representa a média de 8 animais e as
linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de
significdncia *P< 0.lcomparado ao grupo controle (animais injetados com
veiculo, Tween 80 5% e glutamato i.pl.), #P < 0,1, ANOVA de uma via seguido
do teste de Student-Newman-Keul’s.

4.3.5 Envolvimento do sistema noradrenérgico no efeito
antinociceptivo do 4cido rosmarinico

Para verificar o possivel envolvimento do sistema noradrenérgico
no efeito antinociceptivo do AR, os animais foram tratados previamente
com a alfa metil para tirosina (AMPT) (100 mg/kg, i.p.), um inibidor da
sintese de noradrenalina, 4 horas antes do experimento. O tratamento
prévio dos animais com AMPT nao reverteu o efeito antinociceptivo
promovido pelo AR (3 mg/kg, v.0.) no modelo de nocicep¢ao induzida
pelo glutamato (Figura 16A). No entanto, o tratamento prévio com
AMPT reverteu o efeito antinociceptivo promovido pela morfina (2,5
mg/kg, s.c.) (Figura 16B).
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Figura 16 — Participagdo do sistema noradrenérgico no efeito
antinociceptivo do AR.
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Legenda: Efeito do tratamento prévio dos animais com AMPT (100 mg/kg, i.p.)
sobre o efeito antinociceptivo do AR (3mg/kg, i.g.)em relagdo a nocicepg¢ao
induzida pela inje¢io intraplantar de glutamato (20 pmol/pata) em
camundongos. Cada coluna representa a média de 8 animais e as linhas verticais
indicam o E.P.M. em auséncia (colunas pretas) ou presenga (colunas brancas)
do inibidor da sintese de noradrenalina. Os simbolos denotam os niveis de
significdncia *P< 0.1comparado ao grupo veiculo e #P < 0,1. ANOVA de uma
via seguido do teste de Student-Newman-Keul’s..

4.4 EFEITO DO ACIDO ROSMARINICO NA PERITONITE
CAUSADA PELA CARRAGENINA

A figura 17 mostra que o tratamento dos animais com AR (1-10
mg/kg) pela via i.g. causou uma inibicdo significativa da inflamagao
induzida pela injecdo intraperitoneal de carragenina (750 pg/cavidade),
avaliada através da diminuicao de leucdcitos totais (62 £ 11%) com DlIsg
de 2,26 (1,03 - 4,99 mg/kg) (Figura 17 A), de neutréfilos (79 = 8%) com
DIso de 8,92 (5,39-14,76mg/kg) (Figura 17 D) e diminui¢do do
extravasamento (Azul de Evans) (70 +11%) (Figura 17 B), sem alterar
significativamente o numero de células mononucleares na cavidade
peritoneal de camundongos.
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Figura 17 — Efeito do AR no modelo da peritonite induzida pela

carragenina.
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Legenda: Efeitos do AR na peritonite induzida pela carragenina em
camundongos. (A) numero de leucdcitos totais, (B) extravasamento, (C)
mononucleares e (D) neutréfilos. V, representa os animais tratados com veiculo
(tween 80 5% em NaCl, 0.9%, i.g.); CAR, representa os animais tratados com
carragenina (750 pg/cavidade). Cada grupo representa a média £ EPM de 8
animais. Os simbolos denotam os niveis de significancia *P < 0.05 ¢ **P <
0.01 comparados com grupos tratados com carragenina, ""P< 0.01 comparado

com o grupo tratado com veiculo (V) (ANOVA de uma via seguida do teste de
Student-Newman—Keul’s).

A figura 18 demonstra o efeito anti-inflamatério do AR pela via
i.g. (3 mg/kg), sobre os niveis das citocinas pro-inflamatdrias TNF-a (71
+17%) (Figura 13A)e IL-1B (60 £10%)(Figura 18B), sobre a atividade
da mieloperoxidase (MPO), na dose de 10 mg/kg (72 +15%)(Figura

18D), sem alterar os niveis de IL-10 (Figura 138) na cavidade peritoneal
de camundongos.
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Figura 18 — Efeito do AR sobre as citocinas inflamatorias e atividade da
mieloperoxidase no modelo da peritonite induzida pela carragenina.
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Legenda: Efeitos do AR na peritonite induzida pela carragenina em
camundongos. (A) TNF-o0, (B) IL-1B, (C) IL-10 e (D) atividade da

mieloperoxidase na cavidade peritoneal. V, representa os animais tratados com
veiculo (tween 80 5% em NaCl, 0.9%, i.g.), CAR, representa os animais
tratados com carragenina (750 ug/cavidade), Cada grupo representa a média +
EPM de 8 animais. Os simbolos denotam os niveis de significancia *P < 0.05 ¢
**¥P < 0.01 comparados com grupos tratados com carragenina, "' P< 0.01
comparado com o grupo tratado com veiculo (V) (ANOVA de uma via seguida
do teste de Student-Newman—Keul’s).

4.5 EFEITO DO ACIDO ROSMARINICO SOBRE O DESEMPENHO
MOTOR NO TESTE DE ATIVIDADE LOCOMOTORA
ESPONTANEA

O tratamento i.g. dos animais com o AR, nas doses (1-10mg/kg)
utilizadas nos modelos de inflamacdo e de nocicep¢do quimica e
térmica, nao alterou a atividade locomotora espontinea dos
camundongos quando avaliados durante 6 min no teste do campo aberto
e comparados com o grupo controle (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito do AR sobre a atividade locomotora no modelo do

campo aberto.
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Legenda: Efeito do AR sobre a atividade locomotora espontanea em
camundongos. Os resultados estdo expressos como médias + erro padrdo das
médias (n = 8 a 10). A comparacdo entre os grupos foi realizada através da
analise da varidncia (ANOVA) seguida do teste de Student-Newman-Keuls.
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5 DISCUSSAOQ

A dor estd frequentemente associada a varios tipos de doencas
como a lombalgia, fibromialgia, artrite reumatoide, enxaqueca, entre
outras. Apesar dos avangos no conhecimento dos mecanismos
moleculares envolvidos na dor e do investimento consideravel na
pesquisa farmacéutica e desenvolvimento nessa area, ainda existem
poucas classes de farmacos analgésicas efetivamente eficazes no
controle de alguns tipos de dor, como a dor cronica (WOODCOCK;
WITTER; DIONNE, 2007). Além disso, as terapias farmacologicas
disponiveis atualmente tais como, os anti-inflamatorios nao esteroidais,
os inibidores seletivos da ciclooxigenase 2 e antidepressivos possuem
efetividade limitada, além de efeitos colaterais severos (BOURINET et
al., 2005). Por essa razdo, a busca por novas moléculas que sejam
farmacologicamente mais efetivas e com menos efeitos adversos ¢
continua e necessaria.

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a atividade antinociceptiva
do AR em modelos de nocicep¢do aguda e cronica. Além disso, os
mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo do AR foram também
investigados. Outro objetivo deste estudo foi verificar a sua atividade
anti-inflamatéria no modelo de peritonite induzida pela carragenina.

O primeiro teste realizado para verificar se o AR possui efeito
antinociceptivo foi o modelo de contor¢des induzidas pelo acido acético.
Neste estudo, o AR apresentou um efeito antinociceptivo dependente da
dose. Estes dados sugerem que o efeito antinociceptivo do AR pode
estar relacionado a inibicdo da producdo de mediadores pro-
inflamatoérios induzido pelo acido acético. Isto porque o teste das
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético € descrito como um
modelo para avaliar a dor visceral de origem inflamatéria, com pouca
especificidade, mas boa sensibilidade, podendo ser considerado uma
ferramenta para avaliacdo da atividade analgésica e anti-inflamatoria de
novos produtos (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). Além disso,
a presenca do acido acético na cavidade peritoneal promove uma
irritagdo local e desencadeia a liberagdo de varios mediadores como a
bradicinina (BK), a (SP) e as prostaglandinas (PGs), bem como algumas
citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a e a IL-1B (IKEDA et al,
2001). Ribeiro e colaboradores (2000) demonstraram que a resposta
nociceptiva induzida pelo acido acético ocorre devido a liberacdo de
citocinas, como TNF-a, IL-1B e IL-8 de macréfagos residentes
peritoneais e mastocitos. Além disso, Feng e colaboradores (2003)
demonstraram que a inje¢do intraperitoneal de acido acético induz um
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aumento da concentracdo de glutamato e aspartato no liquido
cerebroespinhal.

Para descartar a possibilidade de que a inibicdo do
comportamento nociceptivo promovido pelo AR poderia ocorrer pela
reducdo da atividade locomotora, foi realizado o teste do campo aberto e
observou-se que a administracdo do AR, nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg,
ndo foi capaz de comprometer o desempenho motor dos animais,
descartando, assim, a hipdotese de que a redugdo do niimero de
contor¢des abdominais esteja relacionada a um prejuizo motor induzido
pela administracdo do AR. Como o modelo de contor¢des abdominais
induzidas pelo 4acido acético ¢é considerado um teste de baixa
especificidade, o AR também foi testado em outros modelos de
nocicepcdo aguda e cronica para a confirmagcdo do seu potencial
antinociceptivo (analgésico).

Assim, o modelo de nocicepgao induzida pela injecdo intraplantar
de formalina foi utilizado tendo em vista a sua importancia, uma vez que
por meio deste teste € possivel induzir e avaliar as duas fases da dor: a
fase neurogénica e a inflamatoria. A nocicepgdo neurogénica ¢ causada
pela ativacdo direta dos terminais nervosos € a nocicepg¢ao inflamatoria
¢ mediada pela combinagdo da sensibilizacdo periférica e da medula
espinal (TJOLSEN et al., 1992). J4 estd bem descrito que a injecao i.pl.
de formalina em roedores produz um aumento da concentragdo de
diferentes mediadores a nivel espinhal, como aminoacidos excitatorios
(AEE), prostaglandina E2 (PGE2), NO, taquicininas, cininas e outros
peptideos (SANTOS; VEDANA; DE FREITAS, 1998; TIOLSEN et al.,
1992; MALMBERG; YAKSH, 1995). Os resultados obtidos neste
trabalho mostram que o AR inibiu, de forma dependente da dose,
somente a nocicep¢ao inflamatéria (segunda fase) induzida pela injecdo
i.pl. de formalina, sem alterar significativamente a nocicepg¢do
neurogénica gerada na primeira fase do teste da formalina.

Como o AR demonstrou um claro efeito antinociceptivo no
modelo do 4cido acético e os aminoacidos excitatorios também estdo
envolvidos na nocicepgdo provocada pelo acido acético, foi avaliado o
efeito do AR em um modelo animal de nocicep¢do onde o agente algico
¢ o principal neurotransmissor excitatorio, o glutamato.

Neste modelo foi demonstrado que o AR produziu uma inibicao
significativa da resposta nociceptiva induzida pela inje¢do i.pl. de
glutamato. Estudos realizados tanto em humanos (NORDLIND et al.,
1993; WARNCKE; JORUM; STUBHAUG, 1997, GAZERANI et al.,
2006) quanto em animais de laboratério (DAVIDSON;
COGGESHALL; CARLTON, et al., 2001; CAIRNS; SESSLE; HU,
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1998; DAVIDSON; CARLTON, 1998) tém demonstrado que
aminoacidos excitatérios, como o glutamato, contribuem para o
desenvolvimento e/ou manutencdo da dor. Carlton e colaboradores
(1995) demonstraram que a injecdo i.pl. de L-glutamato induz
hiperalgesia em ratos. Adicionalmente, a injecdo i.pl. de agonistas
especificos dos receptores glutamatérgicos, NMDA, AMPA, cainato ou
DHPG (agonista de receptores glutamatérgicos metabotropicos)
promovem hiperalgesia mecanica e térmica passivel de ser bloqueada
pelos seus respectivos antagonistas (BHAVE et al., 2001; ZHOU et al.,
2001). Beirith e colaboradores (2002) verificaram que a nocicepg¢do
causada pelo glutamato parece envolver locais de acdo periférica,
espinal e supraespinal sendo mediada tanto por receptores NMDA
quanto receptores ndo-NMDA, bem como por via dependente de NO.
Além disso, varios estudos tém demonstrado que receptores de
aminoacidos excitatorios, como o NMDA, estdo envolvidos na
transmissdo nociceptiva, auxiliando tanto no desenvolvimento quanto na
manutencdo do quadro doloroso (FERREIRA; SANTOS; CALIXTO,
1999). Entao, os dados obtidos no presente estudo, assim como os dados
da literatura, sugerem que a inibicdo causada pelo AR na nocicepgdo
induzida por glutamato pode estar relacionada a sua interacdo com o
sistema glutamatérgico.

Como comentado anteriormente, a dor aguda serve como um
sistema de alerta para impedir algum possivel dano ao organismo
(SCHOLZ; WOOLF, 2002).No entanto, a dor cronica prejudica a
qualidade de vida dos pacientes e ¢ um dos principais problemas
economicos de saude. Estimativas mostram que a prevaléncia da dor
neuropatica ¢ acima de 5% mna populagdo em geral, causada
principalmente por lesdes do sistema nervoso periférico e central, onde
um quarto desses sofre com intensidade severa (BARON et al.,
2009).Por esta razdo, a identificacdo dos mecanismos da dor ¢ das
possiveis aplicacdes terapéuticas em modelos animais de dor cronica se
torna necessaria.

Entdo, o proximo passo deste trabalho foi utilizar modelos
experimentais que mimetizam a dor cronica. O estudo de dor cronica
tem sido amplamente investigado em animais de laboratério, os quais
podem ser submetidos a lesdes do nervo, tanto periférico quanto central;
estes modelos mimetizam a sensibilizagdo e alteracdes plasticas
ocorridas na dor neuropatica (ZIMMERMANN, 2001). O primeiro
modelo de dor crénica escolhido foi de mononeuropatia produzida pela
ligadura parcial do nervo ciatico (LPNC) em camundongos. A lesdo do
nervo periférico ¢ frequentemente acompanhada pela inflamagdo local
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transitoria a qual provavelmente contribui para a estimulagdo dador
neuropatica. Varios mediadores inflamatorios como PGE,, BK, NGF,
histamina, 5-HT, IL-1p, TNF-a, glutamato, endotelina-1 e quimiocinas,
podem ser liberados de axonios ou de células de Schwann danificadas,
ou células satélites, mastocitos ¢ leucocitos infiltrados (JI;
STRICHARTZ, 2004). Além disso, alguns estudos t€ém demonstrado
importante envolvimento de receptores glutamatérgicos, principalmente
dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) em processos de dor
neuropatica (MAO et al., 1992; DICKENSON, 1997; YOSHIMURA;
YONEHARA, 2006). Os resultados obtidos mostram que o AR reverte
significantemente a hiperalgesia mecanica causada pela LPNC, além
disso, a redugdo da hiperalgesia causada pelo AR ndo foi susceptivel a
tolerancia. Esta conclusdo ¢ baseada nos dados que mostram que a
interrupgdo do tratamento com o AR foi seguida pelo retorno completo
da hiperalgesia e que o tratamento com o AR duas vezes por dia
produziu efeito anti-hiperalgésico.

Os estados inflamatdérios normalmente estdo associados a dor
decorrentes de dano tecidual, de exposicdo a estimulos quimicos ou de
processos autoimunes (SCHIENE: DE VRY; TZSCHENTKE, 2011).
Independente da origem da inflamacdo, este processo envolve a
liberagdo de mediadores inflamatorios como BK, PG, histamina ¢
fatores de crescimento, os quais por sua vez levam a dor persistente por
meio de ativacdo sustentada e sensibilizacdo de nociceptores primdarios e
de neurdnios de segunda ordem envolvidos na transmissdo do impulso
nociceptivo (JULIUS; BASBAUM, 2001; MARCHAND et al., 2005).
Esses processos, por sua vez, levam a sensibilizacdo central e a
hiperalgesia, percebidas como hiperalgesia e/ou alodinia (SCHIENE:
DE VRY; TZSCHENTKE, 2011). Neste trabalho, um dos modelos
utilizados para mimetizar um estado inflamatorio cronico foi o modelo
de inflamacao periférica induzida pela injecdo intraplantar de CFA, no
qual a hiperalgesia foi avaliada por meio da aplicacdo de filamentos de
von Frey (no caso da hiperalgesia mecénica).

Para a inducdo do processo inflamatorio, o CFA injetado na pata
dos animais foi utilizado inicialmente diluido a 50%. A escolha dessa
concentragdo teve por objetivo induzir o processo inflamatdrio e a
hiperalgesia com o minimo de dano possivel, suficiente apenas para
demonstrar o efeito desejado. Esta concentragdo foi efetiva em
desencadear a hiperalgesia mecénica, caracterizada pela diminuicao do
limiar de resposta dos animais as aplicacdes dos filamentos de von Frey.
A hiperalgesia persistente causada pela injecdo intraplantar de CFA
resulta em dor inflamatéria de longa duragdo, um efeito mediado por
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varios mediadores inflamatorios como as citocinas, o glutamato, NO,
PG, histamina, 5-HT e agentes imunologicos (RAGHAVENDRA;
DELEO, 2004). Neste sentido, o presente estudo demonstrou claramente
que o tratamento prolongado dos camundongos com o AR reduziu a
hiperalgesia mecanica neste modelo de dor inflamatoria cronica. E
importante mencionar que este efeito do AR ndo foi susceptivel a
tolerancia, pois a administracdo repetida do AR ndo causou diminui¢do
do seu efeito.

Visto que, o AR demonstrou um importante efeito na dor cronica
de origem inflamatoria, foi avaliado o seu efeito em outro modelo de dor
cronica, onde € possivel avaliar tanto a dor de origem inflamatoria
quanto a dor neuropatica. O modelo escolhido foi o de dor pés-isquemia
cronica (DPIC).A partir deste modelo, informacdes adicionais sobre a
SDCR, como mecanismos e diferentes abordagens terapéuticas podem
ser mais compreendida. Sugere-se que a geragdo de citocinas pro-
inflamatorias dependentes de NF-kB seja importante na indugdo da dor
causada por este modelo (CODERRE; BENNETT, 2010). Neste modelo
o AR também apresentou efeito antinociceptivo observado pela reducdo
da hiperalgesia mecanica tanto nos animais testados a partir do segundo
dia apos o procedimento (dor inflamatdéria) quanto com os animais
testados a partir do sétimo dia apos o procedimento (dor neuropatica)
(Figuras 10 e 11). Este efeito do AR ndo foi susceptivel a tolerancia,
assim como nos outros modelos de dor cronica utilizados.

Apos a constatacao de que o AR foi eficaz tanto em modelos de
dor aguda quanto de dor crbnica, iniciaram-se os estudos para
determinar os possiveis mecanismos de acdo pelo qual o AR exerce este
efeito antinociceptivo.

O primeiro mecanismo a ser investigado foi a possivel
participacdo dos aminoacidos excitatorios no efeito antinociceptivo do
AR, visto que, o efeito do AR, tanto nos modelos de nocicepgdo aguda
(glutamato 1i.pl.), quanto nos modelos de nocicepgdo cronica (LPNC)
envolvem mecanismos de neurotransmissao excitatoria.

O glutamato, principal neurotransmissor excitatorio do SNC,
induz uma resposta nociceptiva por sua atuacdo em receptores
glutamatérgicos que estdo presentes em sitios de acdo periférica, espinal
e supraespinal (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO,2002; TODD;
KOERBER, 2005). Existem 2familias de receptores glutamatérgicos, os
ionotropicos, AMPA, cainato e NMDA (OZAWA; KAMIYA;
TSUZUKI, 1998), e os metabotropicos, que sdo acoplados a proteina G
e operam liberando segundos mensageiros ou influenciando canais
ionicos pela interacdo das subunidades da proteina G (MELDRUM,
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2000). Para verificar a possivel influéncia do AR sobre a
neurotransmissdo glutamatérgica central, os animais foram tratados pela
via i.g. com AR e a resposta nociceptiva foi induzida pela injegdo i.t.
dos agonistas dos receptores ionotropicos (NMDA, AMPA e cainato) e
pelo agonista do receptor metabotrépico (trans-ACPD). Os resultados
obtidos demonstram que o AR inibe a nocicepgdo causada por NMDA,
mas ndo inibe aquela causada por AMPA, cainato e trans-ACPD. Estes
resultados explicam, em parte, a agdo antinociceptiva do AR no modelo
de dor neuropatica induzida pela ligadura parcial do nervo ciatico, visto
que, tal lesdo provoca uma plasticidade neuronal dependente de
receptores glutamatérgicos, principalmente do subtipo NMDA
(DICKENSON et al, 1997; YOSHIMURA; YONEHARA, 2006).
Dessa forma, estes resultados corroboram com a hipdtese de que o
sistema glutamatérgico espinal pode estar envolvido no efeito
antinociceptivo central do AR, possivelmente por meio da interacdo
com receptores glutamatérgicos ionotropicos (NMDA). Estes resultados
também explicam, em parte, o efeito antinociceptivo do AR no modelo
da LPNC, podendo-se sugerir que o efeito antinociceptivo do AR, neste
modelo, seria em parte, devido a inibicdo da ativacdo dos receptores
NMDA, cuja ativagdo esta diretamente relacionada com a transmissao
da dor em nivel central e que sdo responsaveis pela plasticidade
neuronal desencadeada pela dor cronica gerada neste modelo.

Outros mediadores que estdo envolvidos na modulagdo de
processos nociceptivos sdo as citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-
o e a IL-1B. Sabe-se que essas citocinas, quando administradas
intratecalmente, promovem um comportamento nociceptivo por induzir
a liberacdo de glutamato e SP dos terminais nervosos (TADANO et al.,
1999; CHOI et al., 2003). Parece haver uma importante relacdo entre
essas citocinas pro-inflamatérias e o sistema glutamatérgico. Foi
demonstrado que o TNF-a e a IL-1p aumentam as correntes induzidas
pelos receptores para NMDA e AMPA nos neurdnios da lamina II
superficial do corno dorsal (KAWASAKI et al., 2008). Outros estudos
demonstram que a IL-1p modula a expressdo do receptor AMPA em
alguns neur6nios do sistema nervoso central (LAI et al., 2006). Existem
também algumas evidéncias de que existe uma interagcdo reciproca entre
receptores NMDA e de IL-1p (HAGAN et al., 1996). Outros estudos
mostram uma inter-relacdo dos receptores de TNF-a e receptores AMPA
em desordens neuronais que envolvem o processo inflamatoério (CHOI,
1994). Importante salientar que a IL-1p pode facilitar a ativacdo do
receptor para NMDA nos neuronios(VIVIANI et al., 2003; YANG et
al.,2005; GUO et al., 2007). Como o AR inibiu a nocicep¢do induzida
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pelo glutamato via i.pl. e pelo NMDA via i.t., e os aminoacidos
excitatorios promovem a liberacdo de citocinas nas células de resposta
imune como neutrofilos e mastdcitos, decidiu-se investigar o efeito do
AR naresposta nociceptiva induzida por TNF-a e IL-1p e verificou-se
que o AR inibiu a resposta nociceptiva induzida pela inje¢do i.t. delL-1
e TNF-a (Figura 15A e B).O efeito antinociceptivo do AR ocorre pela
inibicdo de dois grupos distintos de moléculas, os aminodcidos
excitatorios e as citocinas pro-inflamatorias, sendo que estes dois grupos
de moléculas participam de diferentes processos nociceptivos e
apresentam importantes interagdes entre si.

Alguns estudos evidenciam que aminodacidos excitatorios sdo
liberados na medula espinal ou na pata do animal em processos
inflamatorios (LAWAND; MCNEARNEY; WESTLUND, 2000;
CARLTON, 2001). Além da participagdo das citocinas pro-
inflamatoérias na modulacdo de alguns receptores glutamatérgicos no
SNC (LAI et al., 2006; HAGAN et al, 1996; CHOI, 1994), que
poderiam afetar de forma inibitoria a via glutamatérgica, Meotti e
colaboradores (2007) demonstraram que o comportamento nociceptivo
induzido pela injecdo de IL-1 B e TNF- o também estd associado com a
fosforilacdo da p38 MAP cinase (p38MAPK). Durante o processo
nociceptivo e inflamatoério, a IL-1 B e o TNF- o ativam a via da
p38MAPK que gera uma resposta positiva na dor e na inflamacao
porque ativa fatores transcricionais, como o NF-kB, que regulam o gene
responsavel pela transcrigdo de citocinas pro-inflamatorias (JI e
STRICHARSTZ, 2004; KAMINSKA, 2005; JI; WOOLF, 2001;
WIDMANN et al., 1999).

A ativagdo de diferentes cinases pelo TNF-a. De fato, a aplicagdo
topica de TNF-o em raizes nervosas de ratos aumenta a fosforilagdo da
cinase relacionada a sinais extracelulares (ERK) com um tempo de
inicio de varias horas, enquanto que a aplicacdo aguda (5-15 min) de
TNF-a em cultura de neurdnios do GRD induz a fosforilagdo da cinase
terminal c-Jun (JNK) e proteina cinase p38 (p38), mas ndo a ERK
(POLLOCK et al., 2002; TAKAHASHI et al.,20006).

Portanto, os resultados que demonstram a interferéncia direta do
AR na ativacdo dos receptores NMDA e na agdo das citocinas pro-
inflamatoriasIL-13 e TNF-a, apontam para uma influéncia deste
principio ativo tanto na geracdo, quanto na manutencao dos processos de
nocicep¢do, principalmente os de origem inflamatoria.

Além dos aminoacidos excitatérios e das citocinas pro-
inflamatorias, outros mediadores sdo liberados tanto na dor aguda
quanto na dor cronica, como por exemplo, a SP, o ATP, o NO, as PGs, o
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neuropeptideo Y, a CCK, alguns opidides, a adenosina, leucotrienos,
tromboxanos, a somatostatina, a acetilcolina, a bradicinina, protons e a
5-HT (MILLAN, 1999; GRIFFIS; COMPTON; DOERING, 2006). No
entanto, enquanto ocorre a ativacdo das vias nociceptivas ascendentes
por estes mediadores, ocorrem também, importantes mecanismos de
controle descendente da dor. Esses mecanismos se originam
principalmente de neurdnios serotonérgicos, noradrenérgicos e
opioidérgicos do tronco encefalico (BASBAUM; FIELDS, 1984)
implicando diretamente os opiodides enddgenos, a 5-HT e a
noradrenalina no controle da dor.

No presente estudo verificou-se que o sistema opidide ndo estd
envolvido na acdo antinociceptiva do AR. Esta conclusdo se deve ao
fato de que o tratamento prévio dos animais com naloxona, um
antagonista ndo seletivo de receptores opidides, administrado em uma
dose que ndo altera a resposta nociceptiva induzida pelo glutamato i.pl.,
inibe completamente o efeito antinociceptivo causado pela morfina, mas
ndo interfere no efeito produzido pelo AR.

Da mesma forma, o presente estudo sugere também que o sistema
noradrenérgico ndo esta envolvido na agdo antinociceptiva do AR. Esta
conclusdo originou-se da observacdo de que o tratamento prévio dos
animais com AMPT, um inibidor da sintese de noradrenalina,
administrado em uma dose que ndo ¢ capaz de alterar a resposta
nociceptiva induzida pelo glutamato i.pl., inibe completamente o efeito
antinociceptivo causado pela morfina, mas ndo interfere no efeito
produzido pelo AR.

Estad bem estabelecido que as vias serotonérgicas dentro do SNC
se originam de uma série de nucleos localizados na linha média do
tronco encefalico, denominados de nucleos da rafe. Estes ntcleos
representam uma fonte de 5-HT neuronal sintetizada no encéfalo de
mamiferos (FIELDS; HEINRICHER; MASON, 1991). O nucleo magno
da rafe (NMR) ¢ provavelmente o nilicleo serotoninérgico mais
importante em modular o controle descendente da transmissdo da dor
(BASBAUM; FIELDS, 1984; MILLAN, 2002). O sistema
serotoninérgico rafe-espinhal se projeta do bulbo ventromedial rostral,
incluindo o NMR, para o corno dorsal da medula espinhal por meio do
funiculo dorsolateral e de fibras nao mielinizadas, modulando sensagdes
dolorosas (MILLAN, 2002). Entretanto, o papel exercido pela 5-HT nos
mecanismos de processamento nociceptivo na medula espinal ¢
controverso. Estudos de auto-radiografia revelaram a existéncia de
receptores 5-HT;a, 5-HT;g, 5-HT;p e 5-HT; na medula espinhal.
Também foi demonstrado que a ativagdo de alguns subtipos de
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receptores serotoninérgicos, como 5-HT;s, 5-HT, e 5-HTj;, produzem
antinocicep¢dao (MILLAN, 2002). Os resultados apresentados nesta tese
sugerem o envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito
antinociceptivo do AR, uma vez que a deplecdo de 5-HT enddgena com
PCPA (inibidor da enzima triptofano hidroxilase) inibiu o efeito
antinociceptivo promovido pelo AR nas mesmas condi¢des que reverteu
a antinocicepg¢ao causada pela morfina.

Como anteriormente o AR apresentou efeito antinociceptivo em
modelos de nocicepg¢ao causado por citocinas pro-inflamatorias e, além
disso, apresentou um efeito antinociceptivo em modelos de dor cronica
inflamatoria, somado ao fato de que um crescente numero de
publicagdes vem demonstrando um efeito do AR em modelos de
inflamagdo, decidiu-se testd-lo em um dos modelos de inflamagdo
utilizados em nosso laboratério, o modelo da peritonite induzida pela
carragenina.

A peritonite induzida pela carragenina ¢ um modelo experimental
bem caracterizado de inflamacdo aguda que ¢ amplamente empregado
para testar novas terapias anti-inflamatérias, a qual permite ao
pesquisador quantificar ou analisar a permeabilidade vascular peritoneal
e a migragdo celular, bem como as mudancas em outros pardmetros
inflamatorios, tal como, a producdo de citocinas (LONGHI-BALBINOT
et al., 2012). Quatro horas apos a injecdo de carragenina ocorre um
aumento de leucdcitos do tipo polimorfonucleares, aumento da atividade
da enzima mieloperoxidase, aumento da exsudacdo em nivel local e
ainda participagdo de citocinas do tipo pro-inflamatorias (DA SILVA, et
al., 2011; KOO et al., 2006). A injecdo de carragenina resultou em um
aumento no numero de leucdcitos totais ¢ da exudacdo na cavidade
peritoneal, representados principalmente pelo influxo de neutrofilos,
quando comparados com o grupo controle (Figura 12A-D). Da mesma
forma, a inje¢do de carragenina aumentou a atividade da MPO no
lavado intraperitoneal comparado com o grupo controle (Figura 13D),
confirmando o aumento no numero de neutréfilos na cavidade peritoneal
(Figura 12D).

Neste modelo demonstrou-se claramente que o tratamento com
AR (1-10 mg/kg) diminuiu significativamente o nimero de leucocitos e
neutrofilos no liquido intraperitoneal (Figura 12A e D). Além disso, a
dose de 10 mg/kg que causou a diminui¢do no numero de neutrofilos,
também reduziu o extravasamento (Figura 12B) e a atividade da MPO
(Figura 12E). A dexametasona, usado neste teste como controle
positivo, também reduziu o niimero total de leucdcitos, representados
principalmente por neutréfilos, assim como a atividade da MPO, sendo
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que o efeito do AR foi semelhante & dexametasona nesses parametros.
(Figura 12A-E).

Os neutrofilos sdo o principal subtipo celular que participa da
defesa do organismo, e sua migragdo dos vasos sanguineos para oS
tecidos € um processo crucial durante a resposta do hospedeiro contra
infecgdes por microrganismos e/ou outros agentes nocivos (MALECH;
GALLIN, 1987). Embora eles possuam um papel protetor na
inflamag¢d@o, o dano tecidual ¢ uma consequéncia deletéria da intensa
migragdo de neutrofilos, como observado nas doencas imunes
inflamatorias (JONES et al., 1992; SMIDERLE et al., 2008). Além
disso, durante a peritonite induzida pela carragenina, os leucoécitos
recrutados em conjunto com outras células sintetizam e liberam um
grande nimero de mediadores, incluindo as citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-1B e IL-6 (SHERWOODE; TOLIVER-KINSKY, 2004).
Estas citocinas propagam a extensdo do processo inflamatorio local ou
sistémico, promovendo o recrutamento de leucdcitos e a expressdo de
moléculas de adesao no local da inflamacdo (AMDEKAR et al., 2012).

Dentre as hipoteses que poderiam estar relacionadas com a
inibi¢do da migrag¢do leucocitaria observada nos animais inflamados e
tratados previamente com AR, estaria a hipotese da inibigdo destas
citocinas pro-inflamatorias relacionadas a quimiotaxia de leucocitos.
Entdo, nos nossos experimentos, o envolvimento desses mediadores pro-
inflamatoérios foram estudados e verificou-se que os camundongos
submetidos a peritonite induzida pela carragenina tiveram um aumento
nas concentracdes de IL-1 e TNF-a e reducdo das concentragdes de IL-
10 no fluido peritoneal (Figura 13A-C). O AR reduziu
significativamente as concentracdes de IL-1f e TNF-o, mas ndo
restaurou as concentragdes de IL-10 (Figura 13A-C).

Outra evidéncia na literatura demonstra que o AR possui um
importante papel no modelo de lesdo pulmonar induzida por particulas
de exaustdo de diesel. Neste modelo o AR inibe a expressdao de IL-1,
quimiotatica de queratindcito (KC), proteina-1 quimiotatica de monocito
(MCP-1), proteina-1 alfa inflamatoéria de macrofago (MIP-1a), e o
mRNA da NO sintase induzida (iNOS), bem como a formagao de
nitrotirosina ¢ 8-OHdG em camundongos (SANBONGTI et al, 2004).
JIANG e colaboradores (2009) sugerem que o efeito anti-inflamatorio
do AR na sepse ocorre em fungdo da diminuicdo das concentragdes local
e sistémica de um grande nimero de mediadores, como o TNF-a, a IL-
6, e o HMGBI1, o que bloqueia a via do fator nuclear Ikappa B pela
inibi¢do da atividade da Ikappa B cinase (JIANG et al., 2009).
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Yang e colaboradores (2013) demonstraram que o AR inibe a
expressdo de moléculas de adesio como a molécula de adesdo
intercelular (ICAM), a molécula de adesao celular vascular (VCAM) ¢ a
E-Selectina. Estes efeitos reduzem a adesdo dos mondcitos e a migragao
nas células endoteliais da veia umbilical (HUVECs). Além disso, o AR
inibiu em 40% a mortalidade na sepse induzida por pungdo ou ligadura
cecal em camundongos, em um teste de 120 horas de duragdo (YANG et
al., 2013). Luan e colaboradores (2013) demonstraram que o AR
também possui importantes efeitos neuroprotetor durante a lesdo
encefalica induzida por isquemia/reperfusdo por diabetes, incluindo uma
diminuicao no volume do infarto e alivio do dano encefalico por reduzir
a HMGBI1 e a expressdo de IkB-o e NF-kB no tecido encefalico
isquémico. Neste trabalho demonstramos que o AR também possui um
importante efeito antinociceptivo no modelo do DPIC, que ¢ também
um modelo de isquemia/reperfusdo. Este efeito antinociceptivo poderia
se explicado, pelo menos em parte, pelo mecanismo neuroprotetor de
AR descoberto por Luan e colaboradores (2013), visto que, de acordo
com estes autores, o AR reduz a expressdo de NF-xkB que ¢ estimulado
por sua vez pelo TNF-a, cujo efeito antinociceptivo também foi abolido
pelo AR, como observado neste trabalho.

Com base nos resultados obtidos no experimento da inflamacdo
induzida pela carragenina, somado aos resultados anteriores do AR
sobre modelos de dor inflamatdria aguda provocada pelo acido acético e
pela formalina, e dor crénica provocada por CFA, ligadura do nervo
cidtico e isquemia, e também sobre os efeitos diretos no AR sobre a
nocicepc¢do induzida por citocinas pro-inflamatorias, nés propomos um
modelo para sinalizagdo induzida pelo AR (Figura 20). Primeiro, o AR
diretamente ou indiretamente inibe a migracdo celular e reduz a
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias no local da inflamacdo.
Segundo, o AR inibe diretamente a producdo ou liberagdo de citocinas
pro-inflamatorias TNF-a e IL-1B, e reduz com isso, a liberagdo de
outros mediadores inflamatorios e algicos que sdo responsaveis pela
indug¢do ¢ manutencdo da dor ¢ da inflamacao. Finalmente, de acordo
com a literatura, o AR inibiria a via da Ikappa P cinasee modularia o
fator nuclear kappa [, contribuindo, deste modo, para a reducdo da
resposta inflamatoria e da dor.

Coletivamente, os resultados apresentados demonstram que ao
AR possui um importante efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio
tanto em modelos de nocicepcdo aguda quanto cronica, quanto de
inflamac¢d@o aguda e cronica, sendo que seu mecanismo de acdo parece
necessitar, pelo menos em parte, da ativacdo do sistema serotonérgico e
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envolver a inibicdo dos receptores ionotropicos (tipo NMDA) para
glutamato e a via de sinalizacdo dependente das citocinas pro-
inflamatorias.

Desta forma, o AR pode se tornar uma substincia 1til para o
desenvolvimento de novos farmacos de interesse terapéutico no controle
da dor e inflamacdo aguda e cronica, tendo em vista que a ativagcdo do
sistema glutamatérgico € preponderante nestas situagdes. Os provaveis
sitios para a acdo do AR estdo representados na Figura 20.

Figura 20— Mecanismos de ac¢do farmacologicos do AR encontrados
neste estudo.
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Legenda.Provaveis mecanismos envolvidos nos efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatorio do AR. O presente estudo demonstra que o efeito antinociceptivo
promovido pelo AR deve-se a inibi¢do de receptores glutamatérgicos NMDA. O
AR também pode promover a liberagdo de 5-HT por meio de neurdnios
descendentes inibitorios no corno dorsal da medula espinhal os quais podem
ativar seus receptores especificos acoplados a proteina G inibitoria (Gi),
resultando em abertura de canais de K+ e inibi¢do da transmissdo nociceptiva.
Ou ainda o AR, por antagonizar os receptores NMDA, podera: 1) promover a
sintese de 5-HT; 2) aumentar o efeito antinociceptivo dos opidides enddgenos.
O presente estudo também demonstra que o efeito anti-inflamatério do AR
deve-se a diminui¢do da quantidade de neutrofilos e macrofagos o que
provavelmente diminui as concentragdes de TNF-o e IL-1B na cavidade
peritoneal.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados no presente estudo,
pode-se concluir que:

* O AR possui um importante efeito antinociceptivo em modelos de
nocicepg¢do aguda;

* O AR apresenta efeito antinociceptivo em modelos de nocicepcao
cronica de origem neuropatica e inflamatoria;

* O efeito ainti-inflamatério do AR ¢é confirmado no modelo da
peritonite induzida pela carragenina através da sua capacidade de
diminuir o numero de leucécitos totais, do nimero de neutrofilos e das
citocinas pro-inflamatorias;

* O AR ¢ capaz de inibir diretamente a nocicep¢ao induzida pela injecdo
i.t. de TNF-a, IL-1B e NMDA e o efeito antinociceptivo do AR ¢
dependente de serotonina;

Assim, o conjunto de dados apresentados nesta tese demonstra
que o AR apresenta potencial e sugere a realizacdo de estudos futuros
visando tornar esta substancia util para o desenvolvimento de farmacos
de interesse terapéutico no controle da dor e inflamacao aguda e cronica.
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