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RESUMO

A riparina I, uma alcamida isolada do fruto ndodom@ deAniba riparia foi avaliada em
modelos animais para avaliacdo de drogas com atigiéntinociceptiva e antiinflamatoria,
tais como contor¢cdes abdominais induzidas por &eicitico; teste da formalina; placa
quente; teste da nocicepcao induzida por capsaiteste da nocicepcao induzida por
glutamato; edemas de pata induzido por carrageniedrano, histamina e serotonina e
peritonite induzida por carragenina e fMLP. Fonatitizados camundongdSwiss(20-309)

ou ratosWistar (150-250g). A riparina Il foi administrada de faraguda em todos os testes,
nas doses de 25 e 50 mg/kg, por via oral. Os sskdt mostraram que a riparina Il
demonstrou possuir atividade antinociceptiva no efemde nocicepc¢ao visceral induzida por
acido acético. O pré tratamento com a riparinaetlueiu significativamente a nocicepcao
inflamatodria induzida pela segunda fase da formaalimas ndo alterou a nocicepcdo
neurogénica induzida pela primeira fase do testemaalina. Também reduziu a nocicepcdo
induzida pela administragdo intraplantar de glutama capsaicina. A riparina 1l nao
demonstrou atividade no modelo de nocicepcao térm& placa quente. Nos modelos de
edema de pata induzidos por carragenina e dextemanimais tratados com a riparina |l
exibiram edemas menores em comparacdo com o0s aniratdos apenas com o veiculo.
Riparina Il foi capaz de reduzir os edemas de ipatiazidos por histamina e bradicinina, mas
nao o edemasinduzido por serotonina. No modelo ettopite induzida por carragenina
(agente quimiotatico indireto) e por fMLP (agentengjotético direto), a riparina Il foi capaz
de reduzir o influxo de leucdcitos, a atividadeedaima mieloperoxidase e os niveis de TNF-
a e IL-18 no fluido peritoneal. Em sintese, esses resultadbseam que a riparina Il possui
atividade antinociceptiva e antiinflamatoria em ®lod quimicos de dor e inflamacao. Além
disso, a riparina Il pode estar inibindo diretaimdiretamente a acdo, producéo ou liberacao
de mediadores pr6 inflamatérios envolvidos na geraga dor e da inflamacdo. A acao
antiinflamataéria foi confirmada pelos achados Ipatoldgicos, com a reducédo do edema e
infiltrado inflamatério.

Palavras-chave: Riparina Il. Nocicepgéao Inflamaédcamidas



ABSTRACT

Riparin II, an alcamide isolated from the greentfoi Aniba riparia, was tested in animal
models, such as acetic acid-induced abdominal mgthformalin test, hot plate test,
capsaicin and glutamate-induced nociception, paamadinduced by carrageenan, dextran,
histamine and serotonin and peritonitis induced chyrageenan and fMLP, in order to
evaluate its antinociceptive and antiinflamatorinattes. Male Swissmice (20-30g) and male
Wistarrats (150-2509g) were treated by gavage with niplrat the doses of 25 and 50 mg/kg.
The results show that riparin Il demonstrated anrdlammatory activity at the animal model
of acetic acid-induced abdominal writhing. The prFatment with riparin 1l reduced
significantly the nociception induced by glutamated capsaicin, and also the inflammatory
nociception induced at the second phase of thedimntest, but was not able to reduce the
neurogenic nociception induced at the first phaséhe test. Riparin 1l did not show any
activity at the hot plate test. At the animal medef paw edema induced by carrageenan and
dextran, the animals treated with riparin 1l shou@ser edema when compared to the control
group. The treatment with Riparin Il was able tduee the paw edemas induced by histamine
and bradykinin, but not the edema induced by samtdt the model of peritonitis induced
by carrageenan (indirect chemotactic agent) andMiyP (direct chemotactic agent), the
treatment with riparin Il reduced the influx of lecytes, the activity of the enzyme
myeloperoxidase and also the levels of TiN&Ad IL-1B in the peritoneal fluid. In summary,
these results indicate that riparin Il has an adiceptive and antiinflammatory activity in
chemical models of nociception and inflammationsiBes that, riparin Il might be inhibiting
directly or indirectly the activity, production aeleasing of pro-inflammatory mediators
involved at the generation of pain and inflammatidime antiinflammatory activity was
confirmed through the histopathological findingsthwthe reduction of the edema and the
inflammatory infiltrate.

Keywords: Riparin Il. Nociception. Inflammation. glmides.
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1 INTRODUCAO
1.1 PARTE |

1.1.1 Produtos naturais

O tratamento e a cura de muitas doencas atravésilidacdo de plantas vém sendo
feita ao longo da histéria. Ainda hoje, em regidesis pobres do pais e até mesmo nas
grandes cidades brasileiras, plantas medicinaisga®rcializadas (MACIELet al, 2002).
Atualmente, cerca de 25 - 30% de todos os remedilimados na terapéutica séo de origem
natural, sejam elas derivados de plantas, micro@es e animais ou como precursores de
alguns compostos. Além disso, o Brasil tem uma rdasres biodiversidade do mundo,
possuindo cerca de 20-22% de todas as plantas reamganismos existentes no planeta
(CALIXTO, 2005). Embora, plantas medicinais sejaitas vezes 0 Unico recurso terapéutico
de comunidades e grupos étnicos, o conhecimenégadp perante toda essa biodiversidade
ainda é pequeno (MACIEgt al, 2002; CALIXTO, 2005).

O primeiro, e um dos maiores exemplos do desemmelvio de farmacos a partir de
vegetais é o0 4cido salicilico, obtido das cascaespgcies de salgueir&dlix spp). As
propriedades analgésicas e antipiréticas destaascado conhecidas de antigas civilizacdes,
como o antigo Egito, Grécia, India e Roma. A oxéiada salicina, um constituinte da casca
do salgueiro, origina o acido salicilico, que teee uso limitado por causar intensa irritacéo
gastrica. Mais tarde, a acetilacdo da moléculaatiggem ao acido acetilsalicilico, um dos
farmacos de maior sucesso da histéria (ROBERTMORROW, 2003; SETTY; SIGAL,
2005).

As plantas medicinais constituem uma fonte renelv@e onde podem ser obtidos
novos e eficazes medicamentos. A indicacdo de gdantedicinais aumenta a opcao
terapéutica, ofertando medicamentos equivalentegalvez com indicacdes terapéuticas
complementares as medicacfes existentes sem sulsimedicamentos ja comercializados
e registrados (DI STASI, 1995; SIMOESal, 1999).

Produtos naturais, incluindo os derivados de ptastgeriores tém dado, nos ultimos
anos, grande contribuicdo para o desenvolvimentteidpias farmacolégicas modernas. A

maioria dos metabolitos secundarios derivados aletg sdo conhecidos por interferir, direta
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ou indiretamente, com moléculas ou mecanismos aoediadores inflamatorios, exemplos
sdo os metabdlitos do acido aracdbnico e as césciproducdo e/ou acdo de segundos
mensageiros, como AMPc, GMPc, proteinas quinaseal®@o; expressao de fatores de
transcricdo como o NF-kB, e de proto-oncogenesn@jc-fos; e intervencao na expressao de
moléculas proé-inflamatérias como a iINOS, COX-2113,-TNF-u, neuropeptideos e proteases
(CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003).

Desta forma, nos ultimos anos, tem-se evidenciadarescente aumento no estudo
de plantas preconizadas pela medicina popularvadidar a sua utilizagdo como fitoterapico
seguro e eficaz. O emprego de técnicas moderndaraacologia, biologia molecular e
toxicologia renovaram o interesse na procura desigwedicamentos ou de protétipos de
novos farmacos a partir de produtos naturais (SIBQIP99; CALIXTOet al, 2000).

1.1.2 FamilidLauraceae

A familia Lauraceae € considerada uma das famd@asplantas mais primitivas
pertencentes a divisdo Magnoliophyta. As Lauraegaiesentam-se amplamente distribuidas
através das regides tropicais e subtropicais defdasendo formadas por 49 géneros e 2.500
- 3.000 espécies (WERFF; RICHTER, 1996). Esta famévela um nimero expressivo de
espécies que apresentam uma grande diversidadmslecom destaque para as que possuem
utilizacdo medicinal e na industria. O alto valoomdmico destas espécies tem levado a uma
exploracdo crescente ao longo dos anos, fazendogoenestas se tornem “vulneraveis” ou
mesmo “em perigo de extingdo”, segundo classificagd Unido Internacional para
Conservacao da Natureza e Recursos Naturais (INJ.G/IEIRA et al, 1997).

As Lauraceae destacam-se entre as demais faméliaspa importancia econdmica.
Algumas espécies que sao utilizadas em larga eséalao abacatePérsea americana a
canela Cinnamomum verume o louro Laurus nobili§. A casca ou o fruto de algumas
espécies sao usados como condimenibsypellium caryophyllaceumou para fazer cha
(Licaria puchury-majore Aniba canelill. Substancias aromaticas para perfumaria sao
extraidas de algumas espécies, como a canelardas§afotea odorifera e o pau-rosa
(Aniba rosaeodorp Outras tém usos na medicina popular ou indlist@mo a canfora
(Cinnamomum camphoy&@VICENTINI et al, 1999).
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1.1.3Aniba riparia

Dentre as espécies medicinais, merecem destagperi@ncentes ao género Aniba.
Esse € composto por aproximadamente 41 espécieseqdistribuem na América Central,
Antilhas e, principalmente, América do Sul. A magamcentracdo do numero de espécies
encontra-se na regido das Guianas e na AmazonteaC&o Brasil, 0 género é representado
por cerca de 25 espécies, dentre eldsiaa riparia (Ness) Mez (QUINET; ANDREATA,
2002)(Figura 1).

A espécidAniba riparia(Ness) Mez é tipica da regido amazbnica, sendolawpente
conhecida como louro amarelo (BARBOSA-FILH®Dal, 1988). Seus frutos contém diversos
constituintes quimicos, como por exemplo, flavoaéjcheolignanas, stirilpironas e alcamidas
(BARBOSA-FILHO et al, 1987). Esta ultima classe de substancia temfsitte de interesse
de pesquisadores na busca de novas fontes vegataigrincipios farmacologicamente ativos
(CASTELO-BRANCO, 2000).

Eteres metilicos de N-benzoiltiramina (riparinad®, N-(2-hidroxibenzoil) -tiramina
(riparina 1) e N-(2,6-dihidroxibenzoil)-tiraminaigarina lll), isoladas dos frutos deniba
riparia (Ness) Mez, apresentam diversas atividades bi@égitais como antimicrobiana,
antimalarica, schistossomicida e moluscicida (CASJH8BRANCO, 1992).
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Figura 1. Aniba riparia
Fonte: http://web.science.uu.nl/Amazon/VTGG/Laueéniba/slides/Anibariparia.html

1.1.4 Riparina Il (O- metil-N-2-hidroxibenzoil-tirana)

A riparina Il foi isolada e sintetizada, pela primevez, no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica (LTF) da Universidade Federal da Par@iFPB) (BARBOSA-FILHCet al,
1987; BARBOSA-FILHO; SILVA; BHATTACHARYYA, 1990).

Isolada do fruto verde de Aniba riparia, a riparlh& um alcaléide do ciclo néo
heterociclico, mais especificamente, uma alcamataral. E formada da unido da tiramina,
uma feniletilamina, e o acido benzdico. Apresentaa usubstituicdo no anel do acido
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benzébico, acrescentando uma hidroxila e o aneirdmiha apresenta um metil ligado ao

oxigénio formando uma funcao étefigura 2)

Figura 2. Estrutura quimica da riparina Il
Fonte: (CASTELO-BRANCO, 1992)

Foi demonstrado que essa alcamida é capaz de linda@ziforma nao especifica e
reversivel, o relaxamento das contracdes produzidascetilcolina e histamina em ileo de
cobaia e por ocitonina e bradicinina em Utero d& vagem, com valores de CI50 variando
de 1,7 - 5,Qug/mL (CASTELO-BRANCOet al.,, 2000).

Também foi capaz de causar uma diminuicdo da presdaérial e da frequéncia
cardiaca em ratos acordados e ndo estressadadpsessde 1 mg/Kg, via intraperitoneal, e

que parece envolver um componente de origem panpdsca (SEIXAS, 1996).

Em relacdo a toxicidade aguda da droga verifi@mugsie riparina Il quando
administrada por via oral (v.0.) e intraperitonégl.) em doses de até 1 g/kg ndo causou
mortes de camundongos durante 48 h. Ela tambémapé&esentou alteracbes centrais,
autonébmicas ou musculares na dose de 500 mg/kg, ev.op. em testes hipocraticos
(CASTELO-BRANCOet al, 2000).

Além disso, alguns trabalhos tém sido realizadasnpsso grupo, considerando o0s
efeitos desta substancia no sistema nervoso cemnired vez que ela apresenta em sua
estrutura quimica, a tiramina, uma amina simpaticatica de acédo indireta. Os dados
desses trabalhos mostraram que a riparina |l efggtos ansioliticos (SOUSEt al, 2007) e
antidepressivos (TEIXEIRAt al, 2011).
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1.2 PARTE I

1.2.1 Dor

A dor foi conceituada pela Associagédo Internaciqramia o Estudo da Dor (IASP)
como “uma experiéncia sensorial e emocional dedageh que esta associada com lesdes
reais ou potenciais”. Juliust al. (2001) descrevem a dor como uma experiéncia coaple
que envolve ndo apenas a transducdo de estimulvon@mbiental, mas também
processamento cognitivo e emocional pelo encéfdiirios estudos descrevem o papel
fisiolégico da dor como um alarme que tem a fundéoproteger o organismo ativando
reacdes e induzindo comportamentos de precaucd,pqdem diminuir o que estiver
causando a dor e, como resultado, limitar os d@@&RRKENSON, 1996; MILLAN, 1999;
WOOLF, 2000; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

A dor possui dois componentes principais: 0 comptangensorial e o componente
emocional/afetivo. O componente sensorial permde rpeio da ativagcao de receptores, a
transmissao e interpretacdo do estimulo nocivaregmonde ao mecanismo neurofisioldgico.
O componente emocional corresponde a percepcastidaué pelo individuo, que é seguida
pela tomada de consciéncia e reacdo a dor (RAMADABRBANSINATH, 1996).

Quanto a duracdo de acdo, a dor pode ser clagsificamo aguda, transitéria
(passageira) ou crénica. A dor passageira é carda por ativacdo de nociceptores tanto
da pele quanto de outros tecidos e ocorre na aas@éagualquer dano tecidual, ela tem curta
duracédo e acaba por se dissipar dentro de pougoad®s ou minutos sem a necessidade de
utilizacdo de medicamento; provavelmente sua fucpmteger o individuo de um possivel
dano tecidual. A dor aguda geralmente estd assoaach uma lesdo tecidual recente,
ativacdo de nociceptores no local da leséo, e pedsstir por dias ou poucas semanas e
desaparece quando ocorre recuperacao da lesdo (GBARDAS, 1999). J4 a dor crénica
ocorre devido a uma patologia ou uma lesédo, podsedperpetuada por fatores diferentes do
causador primario e pode permanecer por mesesasu Ardor crénica é distinta da aguda
pelo fato de ocorrer plasticidade do sistema nercesitral e periférico e por manter-se apos
a recuperacao tecidual, o que a torna de difigibtnento perante a utilizacdo de farmacos
(LOESER; MELZACK, 1999; MILLAN, 1999).
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A dor pode também ser classificada quanto a su@pétologia, em nociceptiva,
neuropatica e psicogénica. A dor nociceptiva oceer®@s mecanismos de sustentacdo da dor
envolvem lesdo tecidual e pode envolver tanto ests viscerais como somaticas. Ja a dor
neuropatica é proveniente do processamento somatwgd anormal a nivel central ou
periférico. E por fim, a dor psicogénica ocorre i@ existe uma dor persistente sem
evidéncia de ma desordem que poderia causar é8EERS, 2003).

A dor compreende trés mecanismos basicosamsducao que é a ativacdo dos
nociceptores por um estimulo noxico (que pode secamico, térmico ou quimico); a
transmissaq que € o conjunto de vias que permitem que o isgpoervoso seja conduzido
ao SNC; emodulacdqg que sdo as vias responsaveis pela supressaor ddivdalas pelas

proprias vias nociceptivas (PORTO, 2004)

Classicamente, a transmissdo da dor se faz por wimabem conhecida. Os
nociceptores primarios fazem uma sinapse no casreatida medula espinhal com neurénios
de segunda ordem, predominantemente na laminasll 8 medula espinhal. Os neurdnios
de segunda ordem cruzam a medula espinhal paradasc® trato espinotalaminco,
projetando suas fibras terminais principalmentéadéamo. No talamo, neurbnios de terceira
ordem emitem axénios através da capsula internadaex somatosensor onde existe a
percepcéo da dor (RUSSO; BROSE, 19%8)fra 3).
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Figura 3. Interacgdo das vias ascendente e descentiena dor.

Apbs um dano tecidual, ocorre a liberacdo de medisdquimicos locais que podem sensibilizar ou
ativar nociceptores periféricos, levando a libevagé neurotransmissores no corno dorsal da medula
espinhal. Estes neurotransmissores ativam neur@@osegunda ordem e o0 sinal ascende para
principalmente para o talamo (trato espinotalamidéin resposta a estimulacdo nociceptiva

Y

ascendente, ocorre a ativagdo de algumas vias riksites de controle, modulando o sinal
nociceptivo.
Fonte: www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=#&maid=454&materiav

Devido ao aspecto desagradavel da dor, o descorfoe esta causa, muitas vezes ate
agravando o estado da doenca, inUmeros pesquisadst@ envolvidos nos estudos dos
mecanismos moduladores desta, concentrando foagaswapear suas vias visando modular
através de meios farmacologicos ou cirdrgicos (IARDAA; CAUDLE, 1997; BESSON,
1999).

1.2.2 Nocicepcgao

O termo nocicepcao foi introduzido por Sherringtti®06) para diferenciar a

percepcéao de estimulos nocivos da sensacédo derdpriamente dita.
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A nocicepcdo refere-se as manifestacdes neurdfigcas geradas pelo estimulo
nocivo, ou seja, € um processo puramente fisiodpgicqual envolve estruturas neurais que
codificam e processam o estimulo nocivo (ALMEIDAQRENBLATT; TUFIK, 2004;
LOESERet al, 2008). Compreende a atividade no nociceptoci(é uma palavra derivada
do latim nocere que significa ferir) como também suas vias e gssos facilitados pelo
estimulo doloroso (DICKENSON; BESSON, 1997). Semdsim, a nocicepcdo também
pode ser definida como o processo que se refezeepgdo de sinais no SNC evocados pela

ativacéo de nociceptores, ativacao esta provenientiano tissular (JESSEL; KELLY, 1991).

Os nociceptores podem responder a uma variedadstirulos os quais disparam
potenciais de acdo em neurdnios aferentes primaEs possuem corpos celulares no
ganglio da raiz dorsal ou no ganglio trigeminak gmviam um ramo axonal para a periferia e
outro para a medula espinhal ou tronco encefalitk lUS et al, 2001). O impulso nervoso
gerado por tal (is) estimulo(s) se propaga pela filervosa ascendente até a medula espinhal,
desta para o cortex cerebral, onde serdo comandad@sadas as respostas fisioldgicas,

emocionais e comportamentais (MUIR IlI, 1998).

As fibras responsaveis pela conducao do sinal diepa ao SNC séo:

- Fibras C: ndo sdo mielinizadas e apresentam o menor dianeéspondem a estimulos
nocivos de origem térmica, mecanica e quimica eigsw, sdo denominados nociceptores
polimodais (LAWSON, 2002; COUTAUXet al, 2005). Cerca de 60-90% dos neurdnios
aferentes primarios, de origem cutanea ou de tecitkis profundos correspondem a fibras
do tipo C.

- Fibras Aé: possuem pouca mielina e apresentam diametro iatéamo. Propagam o sinal
de forma mais rapida que a fibra do tipo C. Os cemtores relacionados a esta fibra
respondem a estimulos nocivos de origem térmicaa@nica (JULIUS; BASBAUM, 2001).
Dividem-se em tipo | e tipo Il. As fibras do tip@#o mais responsivas ao aguecimento lento
e disparam o potencial de acdo em temperaturasasoem torno de 53 °C, enquanto que as
fibras do tipo Il disparam em temperaturas em tataoct6 °C (LAWSON, 2002; CRAIG,
2003; COUTAUXet al, 2005).
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- Fibras Ap: sao encobertas por grande quantidade de mielsalianetro grande. Sua
principal funcéo é a percepcao de estimulos corumwe ndo nocivo. A estimulacdo direta
em qualquer frequéncia dessas fibras, em humanoduz rapidamente o estimulo, porém,
nao produzem sensacdes descritas como dolorosadHIEIA; ROIZENBLATT; TUFIK,
2004).

A ativacdo dos nociceptores em resposta a estimoldsos leva a despolarizacao e
geracdo de um potencial de acéo que se propagagm de toda a fibora (WOOLF; SALTER,
2000). Quando um dano inicial (lesdo ou induzido iplamacdo) ativa os nociceptores
locais, as fibras nervosass & C ficam sensibilizadas e assumem limiares dagid mais
baixos. Estimulos nocivos que resultam em uma séasie dor rapida, fina e bem localizada
em geral refletem a ativacéo de fibras(BULIUS; BASBAUM, 2001).

A nocicepcédo desencadeia no animal comportaméipioss, como lamber o morder
a area lesada ou reflexo de retirada da parte gm @gredida, uma vez que 0s animais nao
sdo capazes de verbalizar os componentes subjedavodor. Tais comportamentos Sao
denominados comportamentos nociceptivos. Portandogpgas que suprimem  0S
comportamentos nociceptivos sdao denominadas ardgepitvas, e aquelas que induzem o
comportamento nociceptivo sdo chamadas pré noorespbu algogénicas. (DOUGLAS,
1999).

1.2.2.1 Mediadores envolvidos no Processo Nocieepti

Muitos mediadores proé-inflamatérios interagem cognssreceptores presentes em
nociceptores, causando tanto sensibilizacdo, quatntacdo destes neurénios nociceptivos
(BESSON, 1999; MILLAN, 1999; JULIUSet al, 2001). Mediadores quimicos como 0
glutamato, serotonina, ATP, protons, adenosinatreleutros, liberados frente a uma leséo
tecidual, podem atuar diretamente em canais iGrpcesentes em neurdnios nociceptivos e
por eles proporcionar o influxo de céations paraterior da célula, o que consequentemente
deflagra o potencial de acédo (JULIWS al, 2001; GRUNDY, 2002). Entretanto, outros
medidores inflamatérios, como a bradicinina (BK)bstancia P (SP) e as prostaglandinas
(PGs), ndo atuam diretamente em canais iGnicosmeem receptores de sete dominios
transmembrana acoplados a proteina G, podendordan$a ativacéo, quanto sensibilizacao
nos nociceptores (LEVITAN, 1994).
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Os principais mediadores que participam da noc@&epaoflamatéria bem como
algumas caracteristicas que devem ser ressaltabbes as mesmos estdo relacionados na
tabela 1.



Tabela 1. Mediadores inflamatoérios e sua participa®o na nocicepcao.

MEDIADOR

EFEITO

CARACTERISTICAS

REFERENCIAS

Oxido Nitrico
(NO)

Sensibilizagéo
do nociceptor

Analgesia ou
hiperalgesia, dependendo
da concentragdo

OKUDA et al., 2001
DOURSOUT et al., 2003
SOUSA; PRADO, 2001

Bradicinina
(BK)

Ativacdo e/ou
sensibilizacao do
nociceptor

Hiperalgesia mediada por
receptores B1 e B2,
sensibilizacao de
receptores TRPV1, além
do aumento da sintese de
outros mediadores em
modelos de dor
neuropatica

DRAY, 1997
STERANKA et al., 1988
LOPES et al., 1995
NI et al., 1998
DRAY; PERKINS, 1993
AUNSTIN et al., 1997
FERREIRA et a.l, 1993
MATHIS et al., 1996
ANDREVA; RANG, 1993

Substancia P
(SP)

Ativacéo e/ou
sensibilizacdo do
nociceptor

Hiperalgesia direta e
indireta por atuacdo em
receptores NK-1,
sinergismo com o
glutamato

TEOH et al., 1996
CARLTON et al., 1998
LOFGREN et al., 1999

FURST, 1999
TURNBACH; RANDICH,
2002

Prostaglandinas
(PGS)

Sensibilizagédo
do nociceptor

Hiperalgesia em modelos
de dor inflamatoéria e
neuropatia sensivel aos
inibidores da
cicloxigenase

MALMBERG; YAKSH,
1995
BEICHE et al., 1996
YANG et al., 1996
TOTANI et al., 2001
SYRIATOWICZ et al., 1999

Citocinas pro
inflamatorias e
TNF-a

Ativacéo e/ou
sensibilizacdo do
nociceptor

Hiperalgesia em modelos
de dor aguda inflamatoria
e crbnica

STEIN et al., 1988
CUNHA et al., 1991
GEORGE et al., 2005
MURPHY et al., 1999
FUKUOKA et al., 1994

Serotonina
(5-HT)

Ativacdo e/ou
sensibilizacao do
nociceptor

Hiperalgesia em
humanos através da
excitacdo das fibras C e
Ad, (principalmente pela
ligacdo em 5-HT3)

JULIUS et al., 2001
MILAN, 1999

Fator de
Crescimento
Neural (NGF)

Sensibilizagéo
do nociceptor

Modulagéo da expressao
génica de nociceptores,
sensibilizacao de
receptores TRPV1

MARCHAND et al., 2005

25



26

1.2.3 Inflamacéo

A inflamacdo € conceituada como a resposta do mman frente a agentes
infecciosos, antigenos e lesdes teciduais que ¢eno duncdo acabar com agentes irritantes,
microorganismos e potencializar a reparacéo teCidtrdretanto, a exacerbagcao da reacao
inflamatoria pode causar descompensacao fisiolpgisfuncdo em 6rgdos e até mesmo a
morte (LIEW, 2003). A nivel tecidual ou celularjrdlamacao pode ser definida como uma
cascata inflamatéria que envolve uma sequénciavdet@s, como dilatacdo de vénulas e
arteriolas, aumento do fluxo sanguineo, infiltrag&deucdcitos, extravasamento de proteinas
plasmaticas, aumento da atividade das proteasspéeies reativas do oxigénio, necrose e
apoptose, além da liberacdo de mediadores pramaft@ios (HUERREet al, 1996; VIVIER
et al, 2005).

A palavra inflamacéo, do gregihlogosise do latimflamma significa fogo, area em
chamas, foi descrita ha mais de 2.000 anos atr@<pmelius Celsius, que observou os
quatro sinais cardinais da inflamacéo: dor, rulbgegremia), calor (aumento da temperatura
local) e tumor (edema). A estes sinais, Galen@saentou um quinto sinal cardinal, a perda
de funcéo da &rea afetada (WANNMACHER; FERREIRA)£ZXROCK; KONO, 2008). Em
1793, John Hunter, um cirurgido escocés, obseruewagnflamacdo ndo € uma doenca, e sim
uma resposta inespecifica que tem um efeito salswére seu hospedeiro (ROCHA,;
GARCIA, 2006).

O processo inflamatorio pode ser dividido em duasegorias, levando em
consideracdo sua duracdo, em inflamacdo aguda @nfeamacéo cronica. A inflamacéo
aguda é de curta duracgéo, caracterizada por vatagb arteriolar e venular, extravasamento
de fluidos ricos em proteinas e migracdo de célulpsncipalmente neutrofilos)
(CARRAWAY; WELTY-WOLF; MILLER, 2003). Ja a inflamd@®p crbnica € caracterizada
por predominio de macrofagos que secretam medmdaftamatorios que iniciam e mantém
um ciclo de leséo e reparo tecidual, resultandaemodelagem do tecido. Nesse processo
cronico, os eventos descritos anteriormente podegmar degeneracédo tecidual e fibrose,
sendo responsavel pelos sintomas de muitas doemgasmunes e pode constituir uma
importante causa de rejeicao de transplante d@$IY8§ANNMACHER; FERREIRA, 2004;
GOLAN et al, 2008).
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Varios tipos de células participam do process@imétorio, desempenhando fung¢des
distintas. Quando o epitélio (que funciona como beraeira) é danificado, ocorre a ativacao
de células residentes como macréfagos, que englobadegradam o agente invasor
(SCHMID; SCHONBEIN, 2006). Essas células quandeaalths iniciam um processo de
sinalizacdo de vias intracelulares que culminaintese de mediadores que participam do
processo inflamatério. Uma das vias que podemtse&das é a do fator nucleaB (NF-«xB),
que ativa a transcricdo de genes para muitas pastgiro-inflamatoérias, tais como a 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS), ciclooxigenasee®DK-2), fator de necrose tumoralfTNF-

a), interleucina-B (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), inrterleucina-12 (IL-12)3entre outras
(BROCHU; OLIVIER; RIVEST, 1999; LAFLAMMEet al, 1999; SCHMID SCHONBEIN,
2006).

1.2.3.1 Mediadores envolvidos no processo inflanmato

Os sinais clinicos da inflamacgéo citados acima @@sionados pelo aumento da
permeabilidade vascular, particularmente das pepuemnulas, com extravasamento de
fluido para a area lesionada. Este processo é chdesdo através de mediadores quimicos,
gue podem ser de origem plasmatica ou celular.rBehs podemos destacar:

- Aminas vasoativas

As aminas vasoativas (histamina e serotonina) comame implica, sGo aminas com
acao sobre a vasculatura. S&o mediadores armagesaad granulos celulares, com rapida
acao, liberados imediatamente apds a acdo do éstagressor. Agem principalmente sobre
0S vasos sanguineos e estdo entre os mediadopEmnségeis pela sensacdo de dor na

inflamacéo, através de sua acao sobre os neurgenssriais (DRAY, 1995).

A histamina € uma amina vasoativa presente principalmente nmastocitos. Sua
liberacdo ocorre pelo processo de exocitose duramteeacOes inflamatérias ou alérgicas
através da interacdo de fatores do sistema comptenf€3a e C5a) e de antigenos com
anticorpos IgE fixados nos mastocitos (SHERWOOD; LIMERKINSKY, 2000;
SCHARAMM; THORLACIUS, 2004; SILVA; CARVALHO, 2004)A liberacéo localizada
de histamina e sua acao principalmente nos re@sptdd na microcirculacdo promove

vasodilatacdo das arteriolas e aumento da perrtatalvascular, promove também a sintese
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de prostaciclina e induz a liberacdo de Oxido adtrpelo endotélio. O aumento da

permeabilidade vascular ocorre por meio da contraigd células endoteliais e subsequente
formacdo de abertura das juncbes celulares emasteliesultando no extravasamento
plasmatico. (KUMARet al, 2005; JUTELet al, 2009).

A serotonina (5-HT) é produzida por células enterocromafins, encoatrexepitélio
do trato gastrointestinal, e absorvida pelas plkagu€f OUNG; FURNESS, 1995; RACKE;
SCHWORER, 2000). E um poderoso agente estimulaagdedminacdes nervosas sensitivas
para a dor e prurido, sendo também responsaveprpduzir rubor (YAMAGUCHI et al,
1999; KATZUNG, 2006). A 5-HT possui acdes semelbands da histamina, ou seja,
vasoconstricao inicial, e juntamente com outros iatkdes, vasodilatacdo e aumento da

permeabilidade vascular.

- Metabolitos derivados do acido aracdbénico

Os metabdlitos do acido araquidénico (AA) sdowdelos de fosfolipidios e acidos
graxos liberados das membranas plasmaticas amgressao. Ocorrem em todos os tecidos e
sdo produzidos principalmente pela atividade ddréffos e macrofagos (FITZGERALD;
PATRONO, 2001). Uma vez liberado, o AA é metabal@apor duas principais vias
enzimaticas, a via da ciclooxigenase (COX-1 e CQX¥-a via da lipooxigenase (5-LOX, 12-
LOX e 15-LOX) ou também através da via P450 epaxage. Os produtos da via da COX
sdo os prostanoides (PGE2, PGD2, P&H2GI12 e TXA4) enquanto os produtos da via da
LOX sé&o os leucotrienos (LTA4, LTB4, LTC4, LTD4)ipoxinas.

A enzima ciclooxigenase (COX), também chamada deeR@operdxido sintase,
prostaglandina H sintase (PGHS) ou acido graxocoaxienase, € composta por duas
enzimas distintas: a COX-1 e a COX-2, as quaisimarng as prostaglandinas (PGs),
prostaciclinas e os tromboxanos (TXs) (VANEGAS; UBLE, 2001; BURIAN;
GEISSLINGER, 2005; PACHER al.,2007).

As prostaglandinas possuem diversos efeitos bimddgidentre eles destacando-se a
quimiotaxia de leucocitos, vasodilatacédo, efeitmgeno, diferenciacdo de queratindcitos,
quimiotaxia sobre neutréfilos e macréfagos. Outi@te bioldgico é a influéncia sobre a

angiogénese e a reepitelizacdo. As prostaglandisiamulam a migracdo e proliferacdo de
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fibroblastos na fase de fibroplasia. A interacdtreeGs, TXs e macréfagos é responsavel
pela proliferacdo endotelial. Da mesma forma qu®@s, os leucotrienos encontrados no
exsudato inflamatério, podem causar agregacao siadeucocitaria ao endotélio vascular,
além de terem uma poderosa acdo quimiotaxica ederpe aumentar a permeabilidade
vascular (LEEet al, 2003).

As ciclooxigenases transformam o acido aracdonito RGG2 e esta em PGH2
(VANEGAS; SCHAIBLE, 2001; BURIAN; GEISSLINGER, 200PACHERet al.,2007). A
formacgao subsequente das prostaglandinas finparte da PGH2, depende da presenca de
sintases especificas que produzem os prostandidemmalmente importantes PGD2, PGE2,
PGF2, PGI2 (prostaciclina) e TXA2. Estas PGs podaimda célula por transporte facilitado
pelos transportadores de prostaglandinas (PGT)tresonarreadores, exercendo suas acoes
autocrinas ou paracrinas em uma familia de receptordprios, localizados nas membranas
celulares. Sédo eles: EP1, EP2, EP3 e EP4 (EP1pa®)a ligacdo da PGE2; DP1 — 2, para a
PGD2; receptor FP, para a PGF2; IP para a PGIPa& & TPh, para o TXA2 (BURIAN;
GEISSLINGER, 2005).

Na inflamacgé&o, as prostaglandinas, possuem digseeteitos. A PGE2 e a PGI2
promovem vasodilatacdo, causando aumento da pelidadé vascular em sinergia com
outros mediadores. Agem também sobre nociceptocdsngrlais, que sdo neurdnios

sensoriais periféricos que respondem aos estimokisos (SAYAR; MELLI, 1999).

A PGEZ2 esta envolvida no desenvolvimento da felsterelurante a inflamagéo. Essa
PG sensibiliza os neurénios aferentes primariasatuto-os mais responsivos ou sensiveis a

estimulos algicos como a bradicinina.

As lipooxigenases (LOX) formam uma familia de erasneitosolicas cujos produtos
iniciais derivados do AA, séo gerados por 3 enzigquses sO estdo presentes em alguns tipos
de células, esses metabdlitos sdo denominados sadiildroperoxieicosatetraendicos
(HPETE). Assim as plaquetas possuem apenas a 12-d @Xtetizam o 12-HPETE, e os
leucécitos tém tanto a 12-LOX, como a 5-LOX, eatimhm o 12-HPETE e o 5- HPETE, que
€ quimiotéatico para neutrofilos. Os HPETE, semdkhas PGG e PGH, séo intermediarios
instaveis que sofrem metabolizacdo enzimatica (MORRROBERTS II, 2003; KUMARet
al., 2005).
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Os leucotrienos, assim como as PGs, tém acdo \atsodira e edematogénica
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; ALLERet al., 2006;). Em especial os cisteinil-
leucotrienos, LTC4, D4 e E4, causam intensa vasiig@io e broncoespasmo e constituem o
material originalmente conhecido como “substaneaehcdo lenta da anafilaxia” (GUZIK;
KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003; MORROW; ROBERTS II, 2003; SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004; KUMAR et al., 2005). Os LT, em especial o LTB4, também
ativam as respostas dos neutréfilos, como agregagitesao ao endotélio venular, geracao
de espécies reativas de oxigénio e liberacdo demaszlisossomais (NATHAN, 2002;
KUMAR et al., 2005), além da potente atividade quimiotatica (SAEROD; TOLIVER-
KINSKY, 2004; KUMAR et al.,2005).

As acdes pro-inflamatérias de inumeras prostagasdi e leucotrienos séo
contidas/reguladas, por uma classe de moléculasattes lipoxinas (LX). As LX sdo uma
classe de eicosandides oxidados que se ligam ptoeee celulares e bloqueiam o influxo de
neutréfilos (NATHAN, 2002). Estas moléculas séo ages pela acdo combinada de
leucécitos, principalmente neutrdfilos, e plaquéia¥KE; SERHAN, 2003; GILROYet al.,
2004; KUMARet al.,2005).

- Citocinas

As citocinas sdo mediadores protéicos ou peptidaesregulam a atividade celular,
principalmente do sistema imune. Incluem as interteas (IL), linfocinas, interferons e fator
de necrose tumoral (TNF). (TYSG# al, 2001)

Os monacitos e os linfécitos T ativados secretanas citocinas, como a interleucina
1 (IL-1), o fator de necrose tumoral (TNF) e o ifégeon y, que estimulam as células
endoteliais e os fibroblastos a secretar fatorémeladores de col6nias, que por sua vez,
ativam os neutréfilos (KITAGAWAet al, 1988). As principais citocinas pro-inflamatorias
sao as interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8) e &NF-o (GRELLNER, 2002).

Com essa ativacdo, o TNF<e a IL-1 sdo secretados em grandes quantidades
principalmente pelos macréfagos e aparecem nalag@o em uma hora. Eles tém tanto

efeitos locais como sistémicos. Acredita-se queNd-&, anteriormente conhecido como
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caguetina, seja o0 responsavel pela caquexia ou reamagnto observado em doencgas
inflamatorias crénicas e cancer (WAGNER; ROTH, 2000WANI et al.,2006).

O TNF- € produzido principalmente por fagécitos monorargds, mas pode ser
produzido por outras células inflamatérias (neilt$f linfocitos e mastécitos) ou nao
inflamatérias (endotélio). E produzido em respastauitos estimulos extracelulares como
outras citocinas, choque térmico, isquemia, luz &JWWfeccdes microbianas. A acédo destes
estimulos € transmitida intracelularmente através ohembros da familia de proteinas
quinases ativadas por mitégenos (MAPK), que levammirdese de TNF, dentre outras
citocinas (ALWANI et al., 2006). O TNFe exerce potentes efeitos inflamatérios: induz a
expressao endotelial de ICAM-1 e VCAM-1 (LAMPINEM al.,2004; CUZZOCREA, 2005;
KUMAR et al.,2005; ALWANI et al.,2006); € um potente ativador de neutrofilos e fagéc
mononucleares; serve como fator de crescimento pdmablastos e angiogénese
(SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004); aumenta a permdialide vascular; promove a
liberacdo do fator nuclear-kB (NF-kB) no citosolUBIAN; GEISSLINGER, 2005; KUMAR
et al., 2005; ALWANI et al., 2006). A liberacdo sistémica de TNFpode, entretanto,
precipitar uma cascata destrutiva de eventos gdempaesultar em lesdo tecidual, disfuncao
organica e, potencialmente, morte. Entre seusosfaiistémicos esta a inducdo de febre,
estimulacdo da secrecdo de proteinas de fase gmploafigado, ativacdo da cascata de
coagulacéo, supressdao miocardica, inducédo de Vafsmitires sistémicos com conseqiente
hipotensao, catabolismo e hipoglicemia (SHERWOOOLIVER-KINSKY, 2004).

A IL-1 € um potente mediador da inflamacdo e feWWAGNER; ROTH, 2000).
Possui quatro membros que séo produzidos de famalsante ao TNE-(IL-1a, IL-1b, IL-
1Ra e IL-18) (ALWANIet al.,2006). Seus efeitos fisioldgicos sédo, essenciaknéténticos
aos do TNFe (WAGNER; ROTH, 2000; SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004
ALWANI et al., 2006), entretanto, a IL-1 ndo induz, por si s6adesecidual ou morte
apoptotica, embora possa intensificar os efeitwigde do TNFe (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

- Fator ativador de plaquetas

Fator ativador de plaquetas (PAF), o PAF é unofgigferideo acetilado derivado dos

lipideos das membranas celulares e é produzidae pélalas endoteliais, plaquetas, PMN e
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macrofagos, sendo um importante agregante plagué¥§AGNER; ROTH, 2000; KUMAR

et al., 2005). O PAF possui acbes em varias células-alvdie somente em plaquetas.
Também é capaz de estimular a quimiotaxia pra dfdos e mondcitos, a degranulacéo e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (COUSSEWNERB, 2002). O PAF pode ser
importante ao mediar o processo de adesao, porpixemuando derivado de células
endoteliais pode estar localizado em sua superficide tem acesso aos receptores de PAF
nos PMN em rolamento. Pode ativar a fosfolipase#&2 a producao de eicosanoides a partir
de fosfolipideos. (WAGNER; ROTH, 2000).

- Bradicinina

E um importante mediador no processo inflamat&igip que desempenha agdes pro-
inflamatoérias. Ela é liberada apés traumas e psocsesnflamatoérios, o que promove o0
relaxamento das arteriolas e constricdo das vérggasndo um aumento da permeabilidade
microvascular e consequientemente aumento do es#ananto plasmatico para o foco
inflamatério (KAPLANet al, 1998; PESQUEREt al.,2000; COUTUREet al.,2001).

A maioria dos efeitos pré-inflamatérios da BK s@&ediados pela ativacdo do seu
receptor B2 (SALEHet al., 1998), embora existam estudos demonstrando qtieagdo do
receptor B1 da BK também esta envolvido no aumedat@xsudacdo e da permeabilidade
vascular como foi demonstrado por Vianna e Cal({®98) e Hayashet al. (2002), no

modelo da pleurisia induzida pela BK, em camundereggem ratos, respectivamente.

1.2.4 Relevancia e Justificativa

A riparina |, um andlogo estrutural da riparinaafiresentou efeitos antinociceptivos
em camundongos (ARAUJE al, 2009). J& a riparina Ill, uma substancia oriud@danesma
planta, demonstrou apresentar potente atividadaxaete do musculo liso, inibindo
contracdes induzidas por acetilcolina e histammaileo de cobaia, como também foi capaz
de inibir contragBes induzidas por ocitocina e lmiatha em Uutero de ratas virgens
(CASTELO-BRANCOet al, 1991; CASTELO-BRANCO, 1992).
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Como riparina Il foi capaz de antagonizar algumediadores inflamatérios, torna-se
relevante a investigacdo do potencial farmacolédieaiparina Il em modelos classicos de

nocicepcao e inflamacéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

O principal objetivo deste trabalho € avaliar ogpotal farmacologico da riparina Il

em modelos animais de nocicepgéo e inflamacgao.

2.2 Especificos

Avaliar o potencial antinociceptivo da riparinaellmecanismos envolvidos utilizando

0S modelos animais de:

- Contor¢bes abdominais induzidas por acido acétfoomalina e placa quente em

camundongos;

- Testes de nocicepgéao induzida por capsaicinatarghto;

Investigar o potencial antiinflamatoério da riparihae mecanismos envolvidos nos

modelos animais de:

- Edema de pata induzido por carragenina, dextriaistgmina, serotonina e bradicinina em
ratos;

- Determinacédo da migracéo de leucdcitos induzadaeptimulo inflamatorio direto (fMLP) e
indireto (carragenina); atividade da mieloperoxé@asxtravasamento de proteinas no modelo

de peritonite induzida por carragenina,

- Determinacéo da concentracao de TdNE&1L1- no fluido peritoneal de ratos;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Botanico

A plantaAniba riparia (Nees) Mez foi identificada pelo botanico Klaus Kok da
Universidade de Hamburgo/Alemanha (BARBOSA-FILKOal, 1987). O fruto verde de
Aniba riparia (material botanico) foi coletado na regido de Hu&aestado do Amazonas,
Brasil (BARBOSA FILHO et al, 1987). O material foi cedido ao Prof. Dr. Josérisl
Barbosa-Filho do grupo de pesquisa do Laboratoeo Tééicnologia Farmacéutica da
Universidade Federal da Paraiba, e a extracadagnsato foram feitos pelo Prof. Dr. Stanley

Juan Chavez Gutierrez da Universidade Federal ad ,Rionforme descrito abaixo.

3.2 Extracgédo e Isolamento

As frutas verdes (5 kg) foram moidas, extraidasetamol e a solucdo foi entdo
filtrada, sendo o filtrado evaporado. O residuoO(2f foi dissolvido novamente numa
solucdo aquosa de etanol 60%. A solucado foi exrpitmeiramente com hexano e depois
com cloroformio (CHG). Os solventes foram evaporados e o extrato hex&88 g) foi
cristalizado com metanol dando triglicerideos (J9Agagua mae foi evaporada e o residuo
foi submetido a cromatografia (silica gel). A eioccom solvente de polaridade crescente
deu na ordem benzilbenzoatos (1 g) e sitosterolnigd O extrato de CHEI(59 g) foi
cristalizado com benzeno {ds). A agua mae foi evaporada e o residuo tratadmelsma
maneira produziu na ordem riparina lll (3 g), riparll (427 mg) e riparina | (305 mg), entre
outros compostos (BARBOSA FILHEX al, 1987).

3.3 Drogas e Reagentes

» Acido Acético Glacial P.A. (Vetec®, Brasil)
« Agua Destilada (Deionizador)

* Formaldeido P.A. (Reagen®, Brasil)

» Sulfato de Morfina (Cristalia®, Brasil)

¢ Indometacina (Sigma®, U.S.A)

* Capsaicina (Sigma®, U.S.A)



Vermelho de Ruténio (Aldrich, U.S.A)

Carragenina)) (Sigma®, U.S.A)

Dextrano (Sigma®, U.S.A)

Histamina (Sigma®, U.S.A)

Serotonina (Sigma®, U.S.A)

Bradicinina (Sigma®, U.S.A)

Heparina (ampolas de 5.000 Ul/mL; HEPARIN®) (Criisi®, Brasil)
N-Formil-Metil-L-Metionil-L-Fenilalanina (fMLP) (Sgma®, U.S.A)
Tween 80- Polyoxyethilene Sorbitan Mono-oleate f&®, U.S.A)
Albumina sérica bovina (Sigma®, U.S.A)

Brometo de Hexadeciltrimetilamonio (HTAB) (Sigma®@.S.A)
Hidrocloridrato de o-dianisidine (Sigma®, U.S.A)

Peréxido de Hidrogénio (Vetec®, Brasil)

Reagente de Folin (QEEL®, Brasil)

Dexametasona (Decadron®) (Promode Quimica FarmaagéBirasil)

3.4 Equipamentos e Materiais

Balanca Analitica (Modelo H5, Mettler, Suica)
Balanca para animais (Filizola®, Brasil)
Cronémetros (Incoterm®, Brasil)

Pipetas automaticas (H.E., Dinamarca)

Placa Quente (mod. DS37) (Ugo Basile®, Italia)
Pletismégrafo (mod. 7150) (Ugo Basile®, Italia)

Camara de Neubauer (0,100/0,00253nm

36
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* Material Cirargico

» Seringas Plasticas (BD® Plastipak)

» Espectrofotometro com medidor de absorbancia digitadelo Beckman®, USA)
* Medidor de pH modelo B374 (Micronal®, Brasil)

* Cubetas para leitura em espectrofotdbmetro (Sargigthanha)

» Alicate para deslocamento cervical

e Laminas e laminulas para microscopia

* Centrifuga refrigerada- Mod. 5500 DR (Cientec®,da

* Microscopio Optico- Mod. YS2 T (Nikon®, Japao)

» Estufa de secagem e esterilizacdo- Mod. 315 SEe(R@n Brasil)

3.5 Animais Experimentais

Foram utilizados camundong8svissalbinos Mus musculysmachos, pesando entre
25 e 35 gramas, nos experimentos de nocicep¢da. dxardemais experimentos, foram
utilizados RatosWistar (Rattus novergicyspesando entre 180 - 250 gramas. Todos os
animais foram provenientes do Biotério Central daversidade Federal do Ceara (UFC),
mantidos em caixas de prolipopileno a temperatuggiande 26 + 2° C e ciclos de
claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo rac&@gadagua a vontade. Os animais foram
colocados em jejum de solidos 8-12 horas, antesal&zacdo dos experimentos em que a via

oral era utilizada.

Todos os protocolos envolvendo a utilizacdo denais realizados nesse trabalho
seguiram as recomendacdes do Conselho Brasileifexgerimentacdo Animal (COBEA),
respeitando a legislacéio vigente e o projeto fobamo pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da Universidade Federal do Cearatgmalo n° 40/10).
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3.6 Avaliacéo da Atividade Antinociceptiva

3.6.1 Teste das Contor¢cdes Abdominais induzidagé\pioio Acético

Camundongos$wissmachos, divididos em quatro grupos de animaignfiotratados
com veiculo (3% Tween 80 em agua destilada; v.o.Jiparina Il (25 e 50 mg/kg; v.0.).
Indometacina (5 mg/kg; v.0.) foi usada como drogaederéncia. Apos 60 minutos (v.0.), 0S
animais receberam uma injecao intraperitoneal) (dp. acido acético 0,6 % (10 mg/Kg).
Decorridos 10 minutos da administracdo do &cidoti@;éo numero de contorgdes
abdominais foi determinado, para cada animal popearfodo de 20 minutos. Uma contorgéo
deve ser identificada como uma extensao das pakeras, acompanhada de constriccao do
abdémen (KOSTERt al.,1959).

3.6.2 Teste da Placa Quente

CamundongoS$wissmachos, divididos em quatro grupos, foram préesab@dos pela
passagem individual na placa quente mantida a empdratura de 51 + 0,5 °C. Aqueles que
mostraram tempo de reacdo (saltar ou lamber as)patperior a 20 segundos foram
descartados. Durante o teste, o tempo de reacéegisirado antes (0 min) e 30, 60, 90 e 120
minutos apos a administracao de riparina Il (2B eng/Kg; v.0.), morfina (7,5 mg/Kg; i.p.) e
veiculo (3% de Tween 80 em agua destilada). Um ¢ed® 30 segundos foi considerado
como tempo méximo de reacdo para prevenir danopatss dos animais (EDDY;
LEIMBACH, 1953).

3.6.3 Teste da Formalina

Camundongos$wissmachos, divididos em quatro grupos de animaignfiotratados
com veiculo (3% Tween 80 em agua destilada; v.aipa&ina Il (25 e 50 mg/kg; v.o0.).
Morfina (7,5 mg/kg; i.p.) foi usada como droga edéeréncia. Apos 60 minutos (v.0.) em
relacdo a estes tratamentos, 0s animais receberamniecao intraplantar de formalina 1%
na pata direita traseira (20 pL). O tempo de lamtzeda pata foi registrado, em segundos, de
0 — 5 min (£ Fase) e 20 — 25 min{Ease) apds a administracdo da formalina (HUNSKAAR;
HOLE, 1987).
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3.6.4 Teste da Nocicepcéao induzida por Capsaicina

Camundongo$wissmachos, divididos em quatro grupos, foram tratados veiculo
(3% de Tween 80 em agua destilada; v. 0.), ripdti25 e 50 mg/kg; v.0.) ou vermelho de
ruténio (3 mg/kg; i. p.). A nocicepc¢ao foi induzida pata direita traseira pela administracao
de 20 pL de capsaicina (2,2 ug) e o tempo de lanmbddi registrado, em segundos, durante
um periodo de 5 minutos apods a injecéo do estiBAKURADA et al, 2003).

3.6.5 Teste da Nocicepc¢ao induzida por Glutamato

CamundongoS$wissmachos, divididos em trés grupos de animais, fdratados com
veiculo (3% Tween 80 em agua destilada; v.0.) arinp Il (25 e 50 mg/kg; v.0.). A
nocicepc¢ao foi induzida pela administracéo na sigierventral da pata direita traseira de 20
ul de uma solucéo de glutamato (jLthol/pata, preparada em solugédo salina). Os animais
foram observados por 15 minutos, a partir da imgjedd solucdo de glutamato, e o tempo
gasto pelo animal lambendo a pata foi registradocesmémetro (BEIRITH; SANTOS;
CALIXTO, 2002).

3.7 Avaliagdo da Atividade Antiinflamatoria

3.7.1 Edema de Pata induzido por Carragenina

RatosWistar machos, divididos em quatro grupos, foram tratados veiculo (3% de
Tween 80 em agua destilada; v.0.), riparina I1€Z80 mg/kg; v.0.) ou indometacina (10 mg/
kg; v.0.). Apos 60 minutos (v.0.) em relacdo a ®es$tatamentos, 0os animais recebem uma
injecdo intraplantar de carragenina 1% (100 pLapaducdo do edema na pata direita
traseira. Foi registrado o volume da pata antessetempos 1h, 2h, 3h, 4h e 24h apos a
administracéo da carragenina (WINTERal, 1962).

O volume do edema em mililitros (mL) foi registoadtravés de um Pletismdgrafo
(Ugo Basile, Italia) onde a pata posterior diraita animal foi submergida, até a juncéo
tibiotarsal, na camara de leitura do aparelho. IDmve de liquido deslocado foi registrado e
considerado o volume da pata. Os resultados forgmegsos como a diferenca entre o

volume da pata nos referidos intervalos de tempe@ume antes da injecao da carragenina.
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3.7.2 Edema de Pata induzido por Dextrano

Ratos Wistar machos, divididos em 4 grupos, foram tratados eemculo (3% de
Tween 80 em agua destilada; v. 0.), riparina 1l €250 mg/kg; v.0.) ou ciproeptadina (10
mg/kg; v.0.). ApGs 60 minutos (v.0.) em relacas#® tratamentos, 0s animais recebem uma
injecdo intraplantar de dextrano 1,5 % para indugdeedema na pata direita traseira. Foi
registrado o volume da pata antes e nos tempo2hh3h e 4h ap6s a administracdo do
dextrano (HENRIQUEet al., 1987).

O volume do edema em mililitros (mL) foi registradtvavés de um Pletismdgrafo
(Ugo Basile, Italia) onde a pata posterior diradta animal foi submergida, até a juncéo
tibiotarsal, na camara de leitura do aparelho. IDmve de liquido deslocado foi registrado e
considerado o volume da pata. Os resultados forgmegsos como a diferenca entre o
volume da pata nos referidos intervalos de tempo@ume antes da injecao do dextrano.

3.7.3 Edema de Pata induzido por Histamina, Seiran Bradicinina em ratos

Os testes foram realizados segundo estudos are(BARRATT; WEST, 1958).
RatosWistar machos foram tratados com veiculo (3% de Tweean8@gua destilada; v. 0.)
ou riparina Il (25 e 50 mg/kg; v. 0.). ApGs 60 ntioal(v.0.) em relacdo a estes tratamentos, 0s
animais receberam uma injecao intraplantar dearisia (200 pg/pata), serotonina (200
pHg/pata) ou bradicinina (10 pg/pata) para inducdoedema na pata direita traseira. No
modelo de edema de pata induzido por bradicinie@nimais foram pré-tratados 30 minutos
antes com captopril (5 mg/kg; i.p.) para prevendegradacao da bradicinina (CAMPOS;
CALIXTO, 1995). O volume do edema (mL) foi deteramio através de um Pletismdgrafo
(conforme descrito no item anterior) em varios rivaés de tempo apos a injecdo dos
estimulos inflamatdrios. No caso do edema de patazido por histamina foram realizadas
medi¢cdes em 15, 30, 60 e 90 minutos; para a senatas tempos foram 15, 30 e 60 minutos

e para a bradicinina 15 e 30 minutos.

3.7.4 Peritonite induzida por agente quimiotatiodirieto (carragenina — Cg) e direto (fMLP)

RatosWistar machos, divididos em cinco grupos, foram tratamos veiculo (3% de

Tween 80 em agua destilada; v. 0.), riparina Il €250 mg/kg; v. 0.) ou dexametasona (5
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mg/kg; v.0.). Apos 60 minutos (v.0.) em relacaoste® tratamentos, os animais receberam
uma injecao intraperitoneal (i. p.) de carrageriidg: 500 pg/cavidade) ou fMLP (100 nmol)
dissolvidos em 1 mL de salina estéril. Apds 4 hofl), foi avaliada a migracao de
leucdcitos. Os animais foram sacrificados por destento cervical e foi injetado na
cavidade peritoneal 10 mL de salina contendo 5 Ulda heparina. Apos leve massagem no
abdémen, foram coletados com pipeta de Pasteut, 8enfluido peritoneal (FERRANDIZ;
ALCARAZ, 1991)(Figura 4). Uma amostra do lavado peritoneal (20 uL) foi dituém 380
uL do reagente de Turk para contagem de leucdiitais na camara de Neubauer (SOUZA;
FERREIRA, 1985).

Figura 4: Coleta do fluido peritoneal em ratos.

(A) Animal preparado para a coleta;
(B) Retirada do liquido peritoneal.

3.7.5 Atividade da Mieloperoxidase (MPO) no flupleritoneal de ratos

A MPO é uma enzima encontrada primariamente nosufpd azurofilicos dos
neutréfilos, e comumente usada como um marcador cdateado tecidual de
polimorfonucleares (PMN) que migram para o locakdtimulo inflamatorio. As amostras do
fluido peritoneal coletadas (100 pL) foram homogesaas em uma solucdo de Brometo de
hexadeciltrimetilamoénio 0,5% (HTAB) em tampéao faefd0 mM pH 6.0 (900 uL). As
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amostras foram entéo centrifugadas a 4000 rpm rtamperatura de 4° C por 15 minutos
para remover o material insolivel. A MPO contidasobrenadante (0,1 mL) foi analisada
espectrofotometricamente apods a adicéo de 2,9 malndegéo fosfato (50 mM pH-6) contendo
0,167 mg/ml de hidrocloreto d&dianisidine e 0,0005% de peroxido de hidrogénis. A
cinéticas de mudanca na absorbancia a 470 nm faradidas no tempo 0 e 5 minutos
(BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982).

3.7.6 Determinacao do contetdo de proteinas naoflperitoneal de ratos

A quantidade de proteina foi determinada utilizamttoumina sérica bovina com
padrédo, de acordo com o método previamente degt@WRY et al, 1951), que emprega
duas reacdes de formacédo de cor para analisar Gerdosagao protéica fotometricamente.
Inicialmente é feita uma reacdo de biureto de baificiéncia na qual os ions de cobre
alcalino produzem uma cor azulada na presencagdedkes peptidicas. Depois 0 método
emprega uma mistura complexa de sais inorganiceeagente Folin-Ciocalteau, que produz
uma cor verde azulada que é indicativa da presdecaroteina e a intensidade da cor
proporcional a concentracdo. Esta coloracdo € raesid 750 nm e os valores obtidos foram

comparados a curva padrao de albumina.

Foram utilizados os seguintes reagentes no proesdinexperimental:

* Reagente A (Solucéo de M&0; a 2% em NaOH 0,1 N);

* Reagente B (Solugéo de CugEH,0 a 0,5% em NaKgH,06.4H,0 a 1%);

* Reagente C (Mistura de 24 mL do reagente A com ldwolLreagente B,
misturados no momento de usar);

* Reagente de Folin (Ciocalteau-Fenol 1:1 em agusshidda);

* Solucédo de albumina sérica bovina (1 mg/mL em &ilestilada)

3.7.7 Avaliacdo da concentracao de TINE-L-18 e no fluido peritoneal

As quantificacdes de ILfle TNFo foram realizadas utilizando-se kits de ELISA para
IL-1B e TNFa de ratos (GE Healthcare®) no fluido peritoneapr@cedimento foi realizado
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de acordo com as instru¢gdes do fabricante e o#tades foram expressos em pg/mL de IL-
1B e TNF« com base na curva padrao obtida.

3.8 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada petmrama Graph Pad Prism 5.0
(USA). Os resultados foram representados pela Me&iao Padrao da Média (E.P.M.) com
0 numero de animais entre parénteses e considerestatisticamente significante a partir do

valor de p< 0,05.

Os dados foram analisados por Analise de Varia(shOVA), utilizando como
testespost hocStudent-Newman-Keuls ou Kruskal-Wallis, seguidooptdste de Dunns,

conforme o tipo dos dados analisados.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da Atividade Antinociceptiva

4.1.1 Efeito da riparina Il nas Contorgdes Abdonsinaduzidas por Acido Acético em

camundongos

A administracdo oral de riparina Il nas doses de € 50 mg/kg reduziu
significativamente a resposta nociceptiva induzigéo acido acético [Rip.lI-25: 18,38 +
0,8647 (8), p < 0,01; Rip.II-50: 18,50 + 2,928 (B) 0,001], em relag&o ao veiculo [28,38 *
1,546 (8)]. O grupo de animais pré-tratados cononmetacina 10 mg/kg, v.o., um anti-
inflamatorio ndo esteréide usado como droga deréeben, representou uma reducao
significativa do numero de contor¢cbes abdominai3,08 + 1,323 (13), p<0,001]. Os

resultados s&o mostradosHigura 5.
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=
|
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(=]
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—
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Nimero de Contorgoes
ha
e

Veiculo  Rip.ll-25 Rip.ll- 50 Indometacina

Figura 5. Efeito da administracéo oral de riparinall e indometacina sobre o niumero de
contor¢cBes abdominais induzidas por acido acético

Riparina Il (25 e 50 mg/kg), Veiculo (3% de Tween &gua destilada) e Indometacina foram adminisgr&@o
min. antes da injecdo intraperitoneal de acidoiaz€;,6%. Os valores representam a média + E.P.ildeero
de contor¢des registrado durante 20 minutos. *€04; ***p < 0,001vs Veiculo (ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como tespost hog.



45

4.1.2 Efeito da riparina Il no Teste da Placa Qaiem camundongos

A riparina Il nas doses de 25 e 50 mg/kg ndo nwmlif o tempo de reacdo a placa
quente (51 + 5°C) em nenhum dos intervalos de tepn@aestabelecidos quando comparado
ao veiculo Tabela 2, diferente da morfina (7,5 mg/kg), usada comaydrde referéncia que
promoveu um aumento significativo (p < 0,001) nompge de reacdo em todos os tempos

observados em relacdo ao grupo tratado apenas gefugo.

Tabela 2. Efeito da riparina Il (25 e 50 mg/kg) e marfina (7,5 mg/kg) no teste da placa

quente em camundongos

Tempo de Resposta ao estimulo

Grupo
0 min. 30 min. 60 min. 90 min. 120 min.
Controle 13,131,176  7.557+0,936 3.957=0.803 2.843=0.382 19,94+ 1. 865
Rip. II-25 7.625+ 0807 10,07+1.264 3.829x0740 4,600+ 0.842 15,89+ 1.337
Rip. II-50 11,10+ 1,628 83751808 8.200=2.302 4,271+0.873 1546=1.362

Morfina 1923 £ 1,024 **= 33764283 **% 2075x2631%%% 2332x2625%%% 30482440 ===

Os valores representam a média + E.P.M. do tempeais#io ao estimulo térmico. A resposta consisteadtar
ou lamber a pata direita traseira apds serem aibdacaa placa quente. O tempo de reacdo dos arinpdéxa
quente foi avaliado antes e 30, 60, 90 e 120 npids @s tratamentos. Foram utilizados 8 animaisgpapo.
***p < 0,001 vs Controle (ANOVA e Student Newman Keufmst hog.
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4.1.3 Efeito da riparina Il na Nocicepc¢ao induzida Formalina em camundongos

A Figura 6 mostra que a administracdo oral de riparina Il d@ses de 25 mg/kg
[65,50 = 6,135 (8)] e 50 mg/kg [66,25 + 6,466 ()0 foi capaz de reduzir o comportamento
do animal de lamber a pata injetada com formalumamte a primeira fase do teste (0 - 5
minutos) em relacd@o ao veiculo [59,91 + 4,261 (11)]

Em relacdo a segunda fase do teste (20 - 25 msinwariparina Il nas doses de 25
mg/kg [4,625 + 1,017 (8), p < 0,001] e 50 mg/kg[& + 0,8224 (8), p < 0,001] foi capaz de
promover uma reducéo significativa do tempo emaaeimal permaneceu lambendo a pata
em relacdo ao veiculo [17,64 + 1,625 (11)]. A mm&fi(7,5 mg/kg; i.p.), um analgésico
opidide, foi capaz de diminuir significativamentetempo de lambedura da pata tanto na
primeira como na segunda fase do teste [12 fasg7 291,152 (7), p < 0,001; 22 fase: 1,000 £
0,7237 (7), p<0,001].

80— Bl /eiculo
R Ripll-25
R Rip-50
607 R Morfina

Tempo de Lambedura (s)
S S
| |

1° Fase

Figura 6. Efeito da riparina Il e morfina sobre o ttmpo de lambedura (s) da pata direita
traseira na primeira (O - 5 minutos) e segunda fas€20 — 25 minutos) do teste da

nocicepc¢ao induzida pela formalina.

Riparina Il (25 e 50 mg/kg) e Veiculo (3% de Tween agua destilada) foram administrados 60 minuttssa

da injecdo intraplantar de formalina 1%. Um grugoebeu Morfina (7,5 mg/kg) 30 minutos antes decigede
formalina 1%. Os valores no gréafico representaméaian+ E.P.M. do tempo de lambedura da pata apés a
aplicacdo da formalina na pata direita traseirgp<*0,001vsVeiculo (ANOVA e Student Newman Keulspst

hoo).
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4.1.4 Efeito da riparina Il na Nocicepc¢ao induzidéa Capsaicina em camundongos

Riparina 1l nas doses de 25 e 50 mg/kg, via aeduziu de forma significativa
(p<0,01) o tempo gasto pelos animais lambendo & pats a administracdo intraplantar de
capsaicina [Rip.ll-25: 25,75 + 4,647 (8); Rip.11:58,75 £ 3,878 (7)] em relagdo ao Veiculo
[40,36 £ 3,483 (11)]. O vermelho de ruténio (3 ngg/kutilizado como droga de referéncia,
reduziu significativamente [1,375 = 0,843 (8); @] o tempo de lambedura da pata

quando comparado ao veiculBigura 7)

20+

=9
(=]
1

Tempo de Lambedura (s)

Veiculo Rip.ll-25 Rip.lI-50 Verm. Ruténio

Capsaicina

Figura 7. Efeito da riparina Il no teste da capsaima em camundongos.

Veiculo (3% de Tween em agua destilada), riparifa3 e 50 mg/kg) foram administrados 60 minutoesne
vermelho de ruténio 30 minutos antes da capsai€savalores representam média + E.P.M. do tempoogque
animal lambe a pata em segundos (s), durante Stosintfp<0,01; ***p<0,001vs Veiculo (ANOVA seguido
de Student Newman Keybest hog.



48

4.1.5 Efeito da riparina Il na Nocicepc¢ao induzida Glutamato em camundongos

Riparina Il nas doses de 25 e 50 mg/kg, via oeduziu de forma significativa
(p<0,05) o tempo de lambedura da pata, apés a &dragéo intraplantar de glutamato
[Rip.1I-25: 9,571 + 2,057 (7); Rip.1I-50: 12,67 636 (6)] ao em relacdo ao veiculo [27,17 +
6,549 (6)].(Figura 8).
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Veiculo ! Rip.l-25 Rip.I-50 MK-801

Glutamato

Figura 8. Efeito da riparina Il no teste da nocicegdo induzida por glutamato em
camundongos.

Veiculo (3% de Tween em agua destilada), ripatii23 e 50 mg/kg), MK-801 foram administrados 6(uatos
antes do glutamato. Os valores representam méd&#. do tempo de lambedura da pata (s), durahte 1
minutos. *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,00¥/s Veiculo (ANOVA seguido de Student Newman Kepist hog.
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4.2 Avaliacéo da Atividade Antiinflamatoria

4.2.1 Efeito da riparina 1l no modelo de Edema d@fhduzido por Carragenina em ratos.

A Riparina Il nas doses de 25 e 50 mg/kg redugjniicativamente o edema de pata
induzido por carragenina apos a segunda hora dagid do estimulo quando comparado ao

veiculo.(Figura 9).

A indometacina, antiinflamatério ndo esterdideadss como droga de referéncia,
reduziu de forma significativa o tamanho do edemaata em todos os periodos observados,

quando comparado ao veiculo.

Veiculo
Bl Ripll-25
Bl Ripl-50
Bl |ndometacina
5-
4_

Volume de edema (mL)

1h 2h s h 4 h 24 h

Figura 9. Efeito da riparina Il no edema de pata imluzido por carragenina em ratos.

Os valores representam a média + E.P.M. do volumedgma. O edema foi expresso em mL, pela diferenga
entre a medida da pata nos tempos 1, 2, 3, 4 e 24hedida no tempo O (antes da carragenina). Me@% de
Tween em agua destilada), riparina Il (25 e 50 gigk indometacina (10 mg/kg) foram administrados 60
minutos antes da indu¢do do edema por carragerifa &p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001vs Veiculo (ANOVA
seguido de Student Newman Keudsst hog.
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4.2.2 Efeito da riparina 1l no modelo de Edema d@afhduzido por Dextrano em ratos.

A Riparina Il nas doses de 25 e 50 mg/kg, porovad, foi capaz de reduzir o edema
induzido por dextrano nos tempos 1, 2 e 4 horas ap@plicacdo do dextrano quando

comparado ao veiculdrigura 10).

Ciproeptadina (10 mg/kg; v.0.), antagonista H1HTH+eduziu de forma significativa
(p <0,001) o edema de pata em todos os periodarvalo®s quando comparado com o

veiculo.
Veiculo
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@R Ripll-50
Bl Ciproeptadina
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Figura 10. Efeito da riparina Il no edema de patamduzido por dextrano em ratos.

Os valores da figura representam a média + E.PdViatime do edema. O edema foi expresso em mL, pela
diferenca entre a medida da pata nos tempos 1e 2h3e a medida no tempo 0 (antes do dextrandule(3%

de Tween em agua destilada), riparina Il (25 e Fkg v. 0.) e ciproeptadina (10 mg/kg; v.0.) foram
administrados 60 minutos antes da inducdo do egemdextrano a 1,5%. *p< 0,05; **p< 0,01; **p< @Dvs
Veiculo (ANOVA seguido de Student Newman Keplgst hog.
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4.2.3 Efeito da riparina Il no modelo de Edema d&afhduzido por Histamina, Serotonina e

Bradicinina em ratos

A riparina 1l, na dose de 25 mg/kg, por via orabi fcapaz de reduzir
significativamente (p <0,05) o edema induzido petamina (200 pug/pata) nos tempos de 30
e 90 minutos quando comparado ao veiculo. A ripallima dose de 50 mg/kg, também por
via oral, reduziu significativamente (p< 0,05) cesd somente no tempo de 90 minutos
(Figura 11A).

A riparina Il nas doses de 25 e 50 mg/kg, por vial,ondo foi capaz de reduzir
significativamente o volume do edema induzido pero®nina em nenhum dos tempos
estabelecidos, quando comparado ao veiculo. Issordra que a riparina Il ndo é efetiva

em reduzir o edema induzido por serotorfifigura 11B).

Em relacdo ao edema induzido por bradicinina, arinp Il na dose de 25 mg/kg, por
via oral, foi capaz de reduzir significativamenteyaume do edema em todos os periodos
observados quando comparado com o veiculo. E @nd@p# na dose de 50 mg/kg nao foi
eficaz em reduzir o edema induzido por bradicirfiigura 11C).
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Figura 11. Efeito da riparina Il no edema de patamduzido por histamina, serotonina e

bradicinina.

Os valores da figura representam a média + E.PdMvadume do edema. Veiculo (3% de Tween em agua
destilada) e riparina Il (25 e 50 mg/kg; v.0.) foradministrados 60 minutos antes da inducdo do &gem
histamina (200 pg/pata), serotonina (200 pg/patajadicinina (10 pg/pata). *p<0,05; **p<0,0@% Veiculo
(ANOVA seguido de Student Newman Keysst hog.
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4.2.4 Peritonite induzida por Carragenina (Cg)MuP em ratos

Os efeitos da riparina Il sobre a migracdo dedeitigs induzido por carragenina estao
representados nkigura 12. A administracdo de carragenina promoveu um awmeot
nimero de leucdcitos totais 2,86 X" E0o pré-tratamento por via oral com a riparinads
doses de 25 e 50 mg/kg reduziu de forma signifieato numero de leucdcitos
correspondendo a uma inibicio em meédia de 23,58%89,82%, respectivamente. A
dexametasona (5 mg/kg; v.0.), utilizada como drdgaeferéncia, diminuiu em 81,80% o

infiltrado celular em relagé@o ao veiculo.

A administracdo de fMLP promoveu um aumento noenonde leucocitos totais 1,15
x 10’ em relacdo ao grupo tratado apenas com salinax3B8. O pré-tratamento com
riparina Il (25 e 50 mg/kg; v.0.) foi capaz de redwsignificativamente (p< 0,05) a migracao
de leucécitos, correspondendo a uma inibicdo d2126.e 22,52%, respectivamente. A
dexametasona (5 mg/kg; v.0.), utilizada como dagaeferéncia, reduziu significativamente
(p< 0,001) o infiltrado celular em 49,18%.



54

A)

4.0x107 4

3.0:107 1

2.0:107 1

1.0x107 1

N® de leucocitos f mL

Veiculoy Veiculo Rip.ll-25 Rip.ll-50 Dexa

Cg (500 pg/ cavidade)

B)

1.5x107 -

1.0%107- *

5.0x106+

N® de leucécitos f mL

Veiculo  Veiculo Rip.ll-25 Rip.lI-50 Dexa

fMLP (100 nmol)

Figura 12. Efeito da riparina 1l sobre a migragcdo ¢ leucdcitos na peritonite induzida

por carragenina e por fMLP na cavidade peritoneal @ ratos.

Salina, Veiculo (3% de Tween em &gua destilad@grina Il (25 e 50 mg/kg) e dexametasona foram
administradas 60 minutos antes da injecdo intregpezal de carragenina (500 pg/cavidade) ou fMLFO (10
pmol). Salina compreende o grupo de animais ndadibpa com carragenina. Os valores representam média
E.P.M. do nimero de leucdcitos. *p<0,05; **p< OM&Veiculo. (ANOVA seguido de Student Newman Keuls,
post hog.
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4.2.5 Atividade da Mieloperoxidase (MPO) no fluigeritoneal de ratos

A injecéo intraperitoneal de 1 mL de solucdo deraggmina (500 pg/cavidade)
produziu um aumento na atividade da enzima mietoqdsse (MPO), uma avaliacdo indireta
do acumulo de neutréfilos, guando comparado cowalmses de animais tratados apenas com
salina [Veiculo: 260,5 + 25,98 (5); Sadio: 111,85t95 (6)].

Riparina Il, nas doses de 25 e 50 mg/kg foi camareduzir de forma significativa a
atividade da MPO quando comparado ao veiculo emiamd®,95 % e 26,44%,
respectivamente [Rip.lI-25: 143,4 + 23,93 (6) pe(d,; Rip.II-50: 191,6 + 7,305 (6) p< 0,05].
A dexametasona, utilizada como droga de referétambém reduziu a atividade da MPO
guando comparado ao veiculo em média 53,05%. [Detemona: 122 + 13,95 (8); p<0,001].
(Figura 13)
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Figura 13. Efeito da riparina 1l sobre a atividade da mieloperoxidase no fluido

peritoneal de ratos

Os valores representam média + E.P.M. para a atleidla MPO. A atividade da enzima foi medida emadlu
peritoneal de animais submetidos a peritonite @oragenina. A dosagem foi realizada no fluido pesgtl
coletado 4h apoés a aplicacdo da carragenina; *@5s; 87*p< 0,001 vs Veiculo. (ANOVA seguido de Student
Newman Keulspost hog.
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4.2.6 Determinacgdo do conteudo de proteinas ndoflpéritoneal de ratos

A riparina Il nas doses de 25 e 50 mg/kg, reduBdaima significativa (p<0,01) a
concentracdo de proteinas no fluido peritoneal doaromparado ao veiculo [Rip.lI-25:
53,31 + 12,12 (5); Rip.lI-50: 54,45 + 7,764 (5)preespondendo a uma inibicdo de 41,6 e
40,36%, respectivamente.

A dexametasona, administrada oralmente, reduziwantglade de proteinas em
61,92% [Dexametasona: 34,76 + 8,280 (Bigura 14)

pg/ mL de proteina
#+

Veiculor  Veiculo Rip.ll-25 Rip.ll-50 Dexa

Cg (500 pg/ cavidade)

Figura 14. Efeito da riparina Il sobre a concentrago de proteinas no fluido peritoneal
de ratos com peritonite induzida por carragenina.

Os valores representam média + E.P.M. para a ctragéio de proteinas. A quantidade de proteinasédida
em fluido peritoneal de animais submetidos a peitéopor carragenina A dosagem foi realizada nadlu
peritoneal coletado 4h ap0s a aplicagcao da carireg&tip< 0,001; *p< 0,05vs Veiculo. (ANOVA seguido de
Student Newman Keulpost hog.
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4.2.7 Avaliagdo da concentragédo de T&NF-1f no fluido peritoneal de ratos

Em relagdo a concentracdo de T&F-a riparina Il foi capaz de reduzir
significativamente (p< 0,05) quando comparado aicwe [Veiculo: 192,0 + 16,82 (4);
Rip.1l-25: 118,6 + 20,79 (5); Rip.1I-50: 64,29 +,79 (5)]. A dexametasona também reduziu
de forma significativa (p<0,01) a concentracao NE-b [Dexametasona: 98,86 + 19,77 (4)].

A riparina Il, na dose de 25 mg/kg, v.o., foi capmbz reduzir significativamente
(p<0,05) a concentracdo de IB-fjuando comparado ao veiculo [Veiculo: 189,6 +384);
Rip.1l-25: 110,1 £ 16,68 (4); Rip.lI-50: 185,1 +78, (4)]. A dexametasona também reduziu de
forma significativa (p<0,01) a concentracdo de fL{Dexametasona: 71,40 + 9,952 (5)].
(Figura 15)
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Figura 15. Efeito da riparina Il, por via oral, na concentracdo de TNFe e IL-1p no

fluido peritoneal de ratos.

Salina, Veiculo (3% de Tween em agua destilad@grina Il (25 e 50 mg/kg) e dexametasona foram
administradas 60 minutos antes da inje¢éo intregrexal de carragenina (500 pg/cavidade). Salingpoeende

0 grupo de animais nado tratados com carrageninmsAgem foi realizada no fluido peritoneal coletdd@pos

a aplicagdo da carragenina. Os valores represem@dia + E.P.M. *p< 0,05; **p<0,01 e ***p< 0,00¢s
Veiculo. (ANOVA seguido de Student Newman Keplsst hog.
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5 DISCUSSAO

Os produtos naturais representam uma fonte extremamvaliosa para a producao de
novas entidades quimicas, visto que sdo compostoggiruturas quimicas privilegiadas,
selecionadas por milhdes de anos de evolucdo (CRQIX005). Dos farmacos disponiveis
na terapéutica, em torno de 25 — 30% sao produaduertir de produtos naturais (plantas,

microorganismos e animais) ou sao derivacdes dpstdsitos.

As plantas ao longo dos anos tém sido fontes patasenvolvimento de inUmeros
medicamentos utilizados em diversas doencas tai® c¢iceras, asma, ansiedade, depressao,
entre outras. E relevante ressaltar que para atigaedo de novas drogas, sejam elas de
origem vegetal ou ndo, sdo utilizados modelos asine padronizados por diversas

evidéncias cientificas.

Em relacéo a investigacdo de compostos com atigidadlgésica, como € o caso do
presente trabalho, varios modelos de nocicepcaaremais de laboratorio, sdo atualmente
disponiveis. Entretanto, esses modelos possuenttedsiicas proprias que devem ser
consideradas, tais como reprodutibilidade, singdide e possibilidade de serem
correlacionadas com estudos clinicos (DICKENSONSBEN, 1997).

No caso das doencas inflamatorias, varios modefosiads sdo disponiveis na
literatura cientifica. Vale destacar que, embonsa#oria destas doencas inflamatorias severas
e debilitantes seja de natureza cronica, modeftaniatérios agudos sdo importantes para a
descoberta, triagem escreening ", de novas drogas, exatamente por serem mais simples
também reproduziveis. Além disso, os modelos danrd#cdo aguda também sdo adequados

para a investigacao da transi¢éo do processo ggudaronico (SEDGWICK; LEES, 1986).

O ponto de partida deste estudo foi avaliar anedpde antinociceptiva da riparina Il.
Para isto foi utilizado o teste das contor¢cdesoafdais induzidas pela injecédo
intraperitoneal de acido acético, descrito prevismeor Kosteret al (1959). A literatura
cientifica mostra que administracdo intraperitorgmlacido acético provoca a liberacao de
varios mediadores presentes no processo inflamatwmo as citocinas ILBL IL-6, TNF-u,
prostaglandinas, bradicinina (BK) entre outros, dseronsiderado, portanto, um tipico
modelo de nocicepc¢ao inflamatoria visceral (RIBEI&Q@I, 2000; IKEDAet al, 2001).
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A nocicepgdo causada pelo acido acético, além deinfleenciada por muitas
substancias pro-inflamatorias liberadas, pode sediada em parte pela dissociacdo de
prétons presentes no acido acético, os quais datimdiretamente canais de cations nao
seletivos, como canais i6nicos sensiveis ao acAl®Ids) e TRPV1, localizados em
neurbnios aferentes primarios, promovendo assimiaoi da dor visceral (IKEDAet al,
2001; JULIUSet al, 2001; COUTAUXet al, 2005).

O comportamento de contorgcdo em camundongos taotdizado para avaliar um
potencial analgésico central, como periférico degds, uma vez que o acido acético induz
algesia pela liberagdo de substancias dos mastéeitmacréfagos peritoneais, além da
sensibilizacdo das terminacdes sensoriais afergmefericas (RIBEIROet al, 2000). O

efeito antinociceptivo é interpretado por uma dingéo do niumero de contorgdes.

No presente trabalho ocorreu uma reducdo do nudeimontor¢des abdominais em
camundongos tratados com riparina ll, semelhantguamcorreu nos animais tratados com a
droga de referéncia, neste caso, a indometacioanmecido antiinflamatorio ndo esteroidal.
Este teste € classicamente utilizado como tesgadala para o estudo de possiveis drogas
analgésicas, entretanto ele é considerado inegmegiér varias razdes. Uma delas é que
alguns estudos ja demonstraram que drogas naocéaitalg, como atropina, antidepressivos
triciclicos, antihistaminicos, antihipertensivosrenoutros agentes possuem também efeito
inibitério sobre as contor¢coes (COLLIE®R al, 1968; STEPANOVIC PETROVIEt al,
2008).

Assim, a reducao das contor¢cdes observada nonpeasabalho pode ter ocorrido por
diversos mecanismos, tanto a nivel central comdfépeo, visto que este teste nao
discrimina entre uma acédo e outra, ou pode taridcomesmo por meios ndo relacionados a
nocicepcdo, ou devido a mecanismos inflamatoriass tomo o comprometimento das
habilidades motoras (LE BARS al, 2001).

Com base nestas consideracdes, partimos, entéda péfzacao de um outro modelo
experimental de estudo de drogas antinociceptives apnfirmasse ou nao esta atividade
antinociceptiva e que desse indicios se havialeinvento central nos efeitos da riparina Il.
Para isto, utilizamos o teste da placa quente delaccom método descrito previamente por
Huskaaret al, (1986).
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O teste da placa quente (HUSKAAR al., 1986) mostra uma resposta do animal
frente a um estimulo térmico que é associado aotramsmissao central. O comportamento
do roedor de saltar ou lamber as patas € indicatevaesposta ao estimulo nociceptivo
térmico e a reducéo destes parametros € interpretado efeito antinociceptivo. Este teste é
sensivel as substancias que agem no sistema necevdml, como antidepressivos e
sedativos (ALMEIDAet al, 2006; ARAUJCet al.,2009).

O tratamento oral com a riparina Il, ndo foi cagazaumentar o tempo de reacao no
teste da placa quente, diferente da injecao inttapeal de morfina que promoveu um
aumento do tempo de reagdo de camundongos em teegigosalor. Sendo assim, com base
nos resultados neste teste, descartamos o possiwalvimento central nos efeitos

antinociceptivos da riparina Il.

Dando continuidade a investigacdo dos efeitos acitieptivos utilizamos o teste da
nocicepcao induzida pela formalina, um modelo ataspara o estudo de drogas desta
categoria. O teste da formalina é um modelo de pa#osistente que consiste na injecao
intraplantar de uma solucdo de formol a 1%. O ahiesponde ao estimulo quimico com o
comportamento de lamber a pata e a reducao destgocamento € interpretada como um

efeito antinociceptivo.

A resposta nociceptiva induzida pela formalina semnéa caracteristicamente duas
fases que envolvem diferentes mecanismos (TJOLSHRNLE, 1997; VANEGAS;
SCHAIBLE, 2001). A primeira fase € observada dwa# cinco minutos apos a aplicacdo do
estimulo, caracterizando uma dor de origem neurogéA nocicepcao nessa fase (0-5 min) é
resultado da estimulacdo quimica direta de noaceptdas fibras sensoriais aferentes,
principalmente as fibras C, e pode ser suprimidanpedicamentos opidides como a morfina
(HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985). A segunda fase cameerca de 15 minutos apos a
injecdo da formalina, caracterizando uma dor dgeamiinflamatéria, que é desencadeada por
uma combinacdo de estimulos que incluem inflamag&otecidos periféricos e mecanismos
de sensibiliz¢cao espinhal e central (TJOLSEML, 1992; TJOLSEN; HOLE, 1997).

Estudos tém demonstrado que a injecao intrapldetémrmalina em roedores provoca
a liberacdo de varias substancias algicas e paimaftoérias, as quais podem estar diretamente

relacionadas as fases caracteristicas deste mdkahdre as substancias liberadas, podemos
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destacar o glutamato, prostaglandinas, 6xido ojtrtaquicininas, prétons e bradicinina,
dentre outros (TJOLSEBL al, 1992; MALMBERGet al, 1995; SANTOSet al, 1997a).

InvestigacOes anteriores relataram que a substéheaa bradicinina participam da
primeira fase do teste e que drogas tais como radeiorfina e orfenadrina (medicamentos
de acdo central), reduzem o tempo de lambedurat@agm resposta a formalina, tanto na
primeira como na segunda fase. Por outro ladoosamediadores estdo envolvidos na
segunda fase (histamina, serotonina, aminoacidasagxios, prostaglandinas e bradicinina)
e, drogas como a indometacina e o naproxeno (exsndegl AINEs), diminuem a nocicepc¢éo
apenas na segunda fase do teste (HUNSKAAR; FASMER.E, 1985; TJOLSENet al,
1992; DAlet al, 2002).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraramaquearina 1l inibiu o tempo de
lambedura da pata dos animais, somente na segaselad teste, confirmando os resultados
da placa quente, de uma auséncia de acdo centdan@o indicacoes de um efeito

antinociceptivo relacionado a inibicdo de mediadorglamatorios, visto que seu efeito foi

observado apenas na segunda fase do teste.

Estudos procurando esclarecer os mecanismos ntieae@nvolvidos no teste da
formalina mostram que a enzima PKC possui um inaptetpapel na estimulacéo nociceptiva
na segunda fase deste teste, evidenciado pelodéatque inibidores néo seletivos desta
enzima atenuaram apenas a fase inflamatoria dolm@dASHPAL et al, 1995). De fato,
estudos utilizando camundongos desprovidos de PKStram que estes animais exibem

diminuicdo no comportamento nociceptivo induzidagermalina (CHENet al, 1997).

Outros relatos indicam que o efeito nociceptivo aiebas as fases do teste da
formalina pode estar intimamente relacionado aaefie dos receptores do tipo TRPV1
(HWANG et al, 2000) e que substancias que modulam este recepimizem a nocicepgao
induzida pela formalina (SANTO& al, 1997b) sugerindo a participacao deste recep&iene
modelo de nocicepcado. Alguns estudos prévios tantbénmdemonstrado o envolvimento do
receptor TRPV1 nas contor¢cdes abdominais induzmds acido acético (IKEDAet al,
2001).
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Os receptores TRPV1 sdo canais de cétions nativeslesensiveis a ligantes,
presentes ndo somente nos terminais periféricos,também em outros tecidos envolvidos
na nocicepcao e na inflamacéo. Estes receptooeats@dos pela capsaicina (e por outros
vanildides semelhantes a resiferatoxina), bem cporoestimulos fisiologicos e ligantes
enddgenos (GAVVAet al, 2004). Vérios estudos tém demonstrado que &agflo de
antagonistas desse receptor provoca antinocicegpagarios modelos experimentais, tanto
em camundongos, quanto em ratos (SANEDS&l, 1997b; JHAVEREt al, 2005; MAet al,
2007; JOSHEt al, 2008).

Estudos anteriores demonstraram que a injecaaplatitar de capsaicina na pata
direita traseira de animais causava uma forte epcéo com reacdes dolorosas e subseqtiente
dessensibilizacdo (MELt al, 2006). A resposta do roedor ao estimulo quindeo
capsaicina é caracterizado por mordidas e lami&RKURADA et al.,1992). Vale salientar
gue a capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-noneamidaum ingrediente pungente extraido da
pimenta vermelhaCapsicum annuum . que promove nocicepcdo principalmente pela
ativacdo do receptor TRPV-1 (SZALLASét al, 1993; CATERINA et al, 1997;
TOMINAGA et al, 1998)

Estudos mostram que a capsaicina leva a um aunmmentdivagdo de nociceptores
presentes nas fibras aferentes primarias do tipe &, sendo capaz de despolarizar os
neurbnios sensoriais e corpos celulares, produzunaio aumento da condutancia e da
permeabilidade para 0 E4MARSH et al, 1987). O influxo de Ca causado pela capsaicina
também causa a liberacdo de outros neurotransmsseareuromoduladores das terminacdes
periféricas das fibras sensoriais (GAMSE, 1982; HBER, 1988).

O vermelho de ruténio € um antagonista nao comuetib receptor TRPV-1 que atua
bloqueando o influxo de &3 inibindo a atividade excitatéria mediada pelasaégina, além
de inibir a liberacéo dos estoques intracelulare€d" por bloquear receptores de rianodina
(SZALALASI; BLUMBERG, 1999).

Assim, baseado nas evidéncias do papel do recépi®¥1 no modelo da formalina,
Nosso estudo procurou investigar se a antinocicepg@duzida pela riparina Il poderia estar
relacionada com a modulacdo destes receptores.esdtados obtidos do nosso estudo

mostraram que a riparina Il administrada por v (@oses de 25 e 50 mg/kg) e o vermelho
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de ruténio (3 mg/kg), droga de referéncia, forampazas de reduzir a nocicepg¢édo induzida
pela administracao de capsaicina em camundongtisaimdo o envolvimento deste receptor

no efeito antinociceptivo da riparina Il

Estudos recentes mostraram que a capsaicina geataltigada ao receptor TRPV-1,
promove a liberacdo de alguns neurotransmissgpeptédeos neuroativos, como o glutamato
e a substancia P em terminais periféricos, e gsee ldseracdo esta relacionada a atividade da
PKC (MEDVEDEVA et al., 2008). De fato, estudos prévios demonstraram gteeenzima
tem um papel importante na liberacdo desses nansmhissores na medula espinhal, tendo
em vista que inibidores da mesma reduzem a liberde&lutamato e CGRP provocados pela
estimulacdo com a capsaicina (SWEITZ&Ril, 2004).

Dados anteriores ja descreveram que o glutamatg @Gum dos neurotransmissores
mais envolvidos na sensacao nociceptiva e antiepti@ (RIEDELet al, 2001) e que os
receptores glutamatérgicos estdo presentes tantbbess nociceptivas periféricas, quanto
centrais e modulam a acdo de varias substanciaslvetas no processo doloroso
(FUNDYTUS et al., 2001). Estudos prévios relataram que a admind&ragtraplantar de
glutamato causa ativacdo direta dos nociceptoilestatdo de mediadores inflamatorios,
neuropeptideos, e do préprio glutamato, em termimpariféricos e centrais (BEIRITH;
SANTOS; CALIXTO, 2003).

Beirith, Santos e Calixto (2002), j& haviam demi@tki que a inje¢do de glutamato na
regido intraplantar de camundongos causava um atampento nociceptivo acompanhado de
formacédo de edema de forma dose-dependente. Enespeasmentos eles relataram que a
resposta maxima do edema foi obtida nos primeifbsninutos, decresceu entre 15 e 30
minutos, foi quase ausente ap6s 30 minutos e hanvaumento significativo do volume da
pata 40 minutos ap6s a injecdo. Além disso, estwddsriores de Carlton, Hargett e
Coggeshall (1995) revelavam que os receptores AMPMDA estavam presentes na pata
traseira de ratos, fornecendo, deste modo, uma &astdmica que justificaria a acao

periférica do glutamato exdégeno.

Com base nestas consideracdes, decidimos investgar acao antinociceptiva da
riparina 1l estaria relacionada a liberacdo de ralglesses mediadores. Desta forma no

presente trabalho foi avaliado o efeito da ripatima nocicep¢ao induzida por glutamato em
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camundongos. Os resultados mostraram uma respustacceptiva significativa da riparina
I, nas duas doses utilizadas, indicando sua aggBinaria sobre o glutamato.

Baseados em todos os modelos executados podenesg sung efeito antinociceptivo
da riparina Il. Entretanto, evidéncias na literat(SANTOSet al, 2001; FRANCAet al,
2001) sugerem que efeitos sedativos sobre o sistemapso central assim como efeito
relaxante muscular ndo especifico podem reduzireposta de coordenacdo motora,
interferindo, desta maneira, na interpretacdo dedgoe antinociceptivos. Para eliminar a
possibilidade de resultados falso-positivos, gesat@ sdo executados o teste do campo ou do
Rota Rod, que avaliam a atividade motora dos asintam base nestas consideracdes, Sousa
et al, (2007), em trabalhos anteriores, ja demonstrajaennenhuma alteracdo significativa
ocorreu nos animais tratados, por via oral, corarima Il nas doses de 25 e 50 mg/kg, quando
submetidos aos testes do campo aberto e rota rst@s Eesultados confirmam que a
antinocicepcdo exercida pela riparina Il ndo esk@cionada com alterac6es na coordenacao

motora dos animais.

Assim os efeitos antinociceptivos da riparina lfafm bem evidenciados, mas vale
destacar que os resultados obtidos neste trabatistraram que no teste da formalina a
riparina Il inibiu o tempo de lambedura da pata dosnais, somente na segunda fase do
teste, uma fase considerada inflamatéria dada wsidifaeracdo de mediadores inflamatorios
nesta fase. Desta forma, decidimos partir parar@stigacéo dos efeitos antiinflamatorios da

riparina Il e seu papel na liberacao de outros atsdes inflamatorios.

A literatura relata que mediadores inflamatoriosio@rostaglandinas e citocinas pro-
inflamatorias, como IL-A, TNF-a e IL-6, sdo liberadas na cavidade peritoneal jgtulas
endoteliais e células residentes localizadas nitdper (RIBEIROet al, 2000; IKEDAEet al,
2001). De fato, a ativacdo dessas células e aatjBerde varios mediadores inflamatérios

ocorrem nos animais nos modelos empregados nonpedasabalho.

Um modelo classico que vem sendo utilizado ha mteitgpo para avaliar a atividade
antiinflamatéria de novos compostos é o edema tieipduzido por carragenina. Este teste é
caracterizado pela inducdo uma resposta inflanzajgersistente apdés a administracdo de
carragenina na pata de animais (NANT&lLal, 1999; PASSO®t al, 2007; MARIOTTOet

al., 2008). A carragenina é um colbide obtido porapdo em fase aquosa de variedades
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naturais de algas das famili@martinaceae, Solieriaceae, Hypneaecedaurcellariaceaeda
classe Rhodophyceae (algas vermelhas).

Através do uso deste modelo da carragenina foogyeesquisadores da Merck, Sharp
& Dohme demonstraram a atividade antiinflamatoaardlometacina. Portanto, esse modelo
foi, e continua sendo importante para o desenva@rim de novas drogas com potencial
antiinflamatério (MORRIS, 2003; WILLOUGHBY, 2003)

O edema de pata induzido por carragenina possypearfit multifasico, onde a fase
inicial do modelo € mediada principalmente pordmsha, serotonina e bradicinina, seguida
do aumento da sintese de prostaglandinas no tedldmado. Este aumento coincide com a
migracdo de leucdcitos, os quais sdo capazes dbfieanpa resposta inflamatéria, com a
producdo de outros mediadores inflamatorios, déacdsp reativas do oxigénio, aumento da
atividade da mieloperoxidase e aumento da prodadgd®O FANTONE; WARD, 1982;
ANTONIO; SOUSA BRITO, 1998NANTEL et al, 1999; POSADARt al, 2009.

O processo inflamatorio induzido pela carrageninanéprocesso agudo, ndo imune,
altamente reproduzivel e bem estudado. A carrageaniiando injetada subcutaneamente na
regido plantar do animal, é capaz de produzir paisicardinais da inflamacdo — edema
(tumor), eritema (rubor) e hiperalgesia (maior #slidade a estimulos dolorosos), os quais
se desenvolvem rapidamente em decorréncia da acéarids mediadores pro-inflamatorios

derivados do plasma ou das células envolvidasspeséa inflamatéria (MORRIS, 2003).

No modelo de edema de pata induzido por carragemngaré-tratamento com
indometacina, um antiinflamatorio néo esteroidaboliaa quase totalmente o edema,
confirmando a validade do teste. De fato, a liteeatmostra que a indometacina, como outros
AINEs, produzem efeitos anti- edematogénicos noeltode edema de pata induzido pela
carragenina (HENRIQUES! al, 1987).

A riparina Il, semelhante a indometacina mostrew&paz de reduzir a formacédo do
edema. Este efeito foi observado da segunda aivigégiarta hora, sugerindo que o modo de
acado da riparina Il pode envolver alguns dos medexd implicados no edema de pata
induzido por carragenina, como por exemplo, histamiserotonina e bradicinina e

prostaglandinas.
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Partindo deste principio que a acdo antiinflani@tda riparina Il poderia envolver,
por exemplo, os mediadores histamina e serotoperéimos para a investigagao dos efeitos
da mesma no edema de pata induzido por dextranopaliesacarideo, classicamente
reconhecido pela capacidade desse de liberar osadoeels inflamatérios histamina e
serotonina dos mastécitos (leDal, 1982; GUPTAet al.,2003).

O edema de pata induzido por dextrano apresentaecanismo distinto ao edema de
pata induzido por carragenina. O dextrano, iguatem@ncarragenina, promove aumento da
permeabilidade vascular, porém este fendmeno odexrelo & degranulacdo dos mastdécitos,
com a subsequente liberagdo de histamina e samatddutra diferenca € que o exsudato, que
ocorre como consequéncia desse processo, € bentanaige de proteinas e neutroéfilos (LO
et al.,1982). O dextrano promove um rapido extravasameatituido, com poucas proteinas

e leucocitos.

As drogas antiedematogénicas que inibem signifeiaiente a resposta da pata de um
animal ao dextrano podem estar agindo por variasamemos: podem apresentar um efeito
direto sobre a inibicdo da permeabilidade tisswdar da dindmica de fluidos; podem
antagonizar especificamente os agentes responsdiretamente pelo edema; e podem
interromper 0s processos nervosos ou humorais quaml a formacdo dos agentes
edematogénicos (COURVOISIER; DUCROT, 1955).

No presente trabalho a riparina Il promoveu umairdingédo da formacéo de edema
induzido pela injecao intraplantar de dextranogsinglo sua capacidade de bloquear as agbes
da histamina e serotonina Estes resultados indopaena riparina Il deve apresentar acao
vasoativa direta, propriedade antagonista espaciiic alguma acdo que interrompa 0sS

processos neurohumorais.

Neste contexto de esclarecer a influéncia da ripdtisobre os mediadores histamina
e serotonina na mediacdo de seus efeitos antiiaftains decidimos avaliar os efeitos desta
substancia nos edemas de pata induzidos pela onjegéaplantar da histamina e da

serotonina.

Sabe-se que a histamina é uma amina vasoativaegeengenha papel fundamental no

processo inflamatério através do aumento da peifitzade celular, que inicia uma
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vasodilatacdo, desencadeada pela ligacdo da mesmecaptores H1 das células endoteliais.
A histamina é fundamental para a contracédo e sgi@mdas células endoteliais permitindo
assim a passagem dos leucdcitos circulantes. Cripminlocal de armazenamento da
histamina na maioria dos tecidos é no mastdcito gangue, no basdfilo. E relevante também
destacar que a histamina tem um efeito ativadoresalfosfolipase A2, enzima responsavel
pela formagéo de prostaglandinas (MENEZES DE LINRred al, 2006).

Nossos resultados mostraram que a riparina Il azcdp diminuir o edema induzido
pela histamina, mas nao pela serotonina. Estedtadss apontam para uma possivel
substancia antiinflamatéria com efeitos antihistaowois. A partir dai, decidimos investigar o

efeito da riparina Il sobre a bradicinina, um outtconhecido mediador inflamatério.

A bradicinina, proveniente do sistema das cinifagonhecida como um potente
peptideo vasoativo que promove o aumento da peildeale vascular, dilatacdo das
vénulas, maior secrecao de fluidos e producao de tgperalgesia (LEWIS, 1970; GARCIA
LEME, 1978; MARCEAUet al, 1983; STERANKA; BURCH, 1991; DRAY; PERKINS,
1993; CAMPOS; CALIXTO, 1995). A bradicinina tambéegula algumas ac¢des inerentes ao
processo inflamatério como a dor, excitando ne@dmue promovem a liberagdo de
neuropeptidios como a substancia P, e na fase atpéaesponsavel pela potencializacao da
aderéncia e ativacao dos neutrofilos. Ela estitantdém, a liberacdo do acido araquidénico,
por meio da ativacdo da fosfolipase A2, desencatbearproducédo de mediadores como IL-1
e TNF nas células inflamatdrias (MORRGAVal, 2005). Alguns estudos demonstraram que
a administracdo de bradicinina causa reacdo inftamaduradoura e este efeito é

primariamente mediado por ativacéo de receptore$NBRRAIS et al, 1999).

Sabe-se que o papel inflamatério da bradicininarec@elo menos em parte, pela
ativacdo da PKC e posteriormente sensibilizacacedeptor TRPV1, que consequentemente
facilita a liberacdo de outros mediadores pro-m##drios pela entrada de calcio nas células
(MIZUMURA et al, 2005). Neste trabalho, a riparina Il reduziu amiacdo de edema
induzido pela bradicinina. Assim ndo podemos déscar hipdtese de que a riparina Il ao
inibir a liberacdo da bradicinina, impede a ligaggomesma aos receptores B, impedindo
consequentemente seu efeito sobre a mobilizacad@cdbtp araquidonico, precursor das

prostaglandinas e leucotrienos, dois importantediaderes inflamatoérios lipidicos.
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Assim, a capacidade da riparina Il em diminuir evfacdo de edema induzido por
carragenina, dextrano, histamina e bradicinina remgaima capacidade desta substancia de
interferir no estabelecimento inicial do processtamatorio, visto que esses mediadores séo

mais importantes nesta fase do processo inflanoaagudo.

Devido a importancia do papel dos leucdcitos naegssos inflamatérios agudos e
cronicos, muita atencédo tem sido atribuida a maedalimais de inflamacdo aguda que
permitam a quantificacdo estimativa da migracacsetedeucocitos. Os modelos animais
envolvendo cavidades como a cavidade pleural goexdt, e também o modelo de inflamacéo
na bolsa de ar permitem que a migracao celularjadeces inflamatoérios e extravasamento
plasmatico sejam quantitativamente mensurados apdsprocesso inflamatoério agudo,
induzido por diferentes agentes irritantes aplisado interior da cavidade (SEDGWICK;
LEES, 1986).

Vale ressaltar que a inflamacdo aguda € caradieripor dilatacdo dos vasos,
exsudacao de plasma e migracao celular para o tecésdo (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004), desta forma, seguindo o aumentoerangabilidade vascular, ha o infiltrado
celular, principalmente de neutréfilos, que conteilm para a o processo inflamatorio através
da produgéo, dentre outros mediadores, de radivaes derivados do oxigénio, como o
anion superoxido e radicais hidroxilas (POSAD&SL, 2004).

A literatura descreve que a carragenina € um agikodéstico indireto que no
peritbnio de ratos induz a migracdo de neutréfdependentes da ativagdo de macrofagos
residentes (SOUZAt al, 1988) e o fMLP € um peptideo com reconhecida gg@miotatica
direta sobre os neutréfilos (RIBEIRE& al, 1996). Além disso, estudos mostram que a
injecdo de carragenina no peritdnio de ratos inguzxpressdo da NO sintase e COX-2,
levando assim a liberagdo de grande quantidadeQle RGs (TOMLINSONet al, 1994;
HATANAKA et al.,1999).

Durante o processo da peritonite ocorre um aumentwansporte de solutos entre o
plasma e a membrana porosa, além da producdo dacégcelular. Essas alteragdes devem-
se a vasodilatacdo dos capilares na membrana ne=sit@ pela abertura dos poros nos
microvasos, causados por mediadores celulares lamiidorios, como neutrofilos e
prostaglandina E2, respectivamente (PAULIBIGL, 2008).
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O fMLP, produto do metabolismo bacteriano, é uneptat peptideo quimiotatico da
resposta imune (MURPHY, 1994). A ligacdo do fMLP seu receptor, causa ativagcédo da
fosfolipase C e a producéo de segundos mensagpieodesencadeiam a liberacdo de calcio
intracelular e exocitose de enzimas (NI€Kal, 1997). Portanto, o fMLP é um ativador de
neutrofilos e macrofagos, e o resultado dessacdiivé a secrecdo de enzimas lisossomais,
incluindo a mieloperoxidase (SPISAB al, 1996; SEGAL 2005).

Com base em todas estas consideracfes, resolvambgm investigar o papel da
riparina Il sobre a migragdo celular através daeg&o do modelo de peritonite induzida por
carragenina ou fMLP no peritdnio de ratos. Nossssltados mostraram que a administracao
de carragenina ou fMLP levou a formacédo de umtiafio celular expressivo, e que o pré
tratamento com riparina Il, semelhante a dexametgsosada como droga de referéncia,
causou uma diminuicdo do numero de leucdcitos iddszpor ambos agentes na cavidade
peritoneal quando comparado ao grupo controle. S&lentar que os polimorfonucleares sao
as principais células a migrarem para a cavidadiopeal, nesta fase inicial da resposta
inflamatadria, neste modelo experimental (SALEH; MEHROS, 1999).

A inibicdo da migracdo dos leucécitos para a calédaeritoneal pode se dar por dois
mecanismos: a inibicdo da producado de substangiasajaticas e/ou a inibicdo da expressao
de moléculas de adesao, haja vista que os leusguaitessitam de substancias quimiotaticas
que facilitem sua migracdo para o local onde estarendo a injuria, inflamacéo, para entéao
desencadearem seus efeitos na tentativa de destraigente agressor (SHERWOOD;
TOLIVERKINSKY, 2004).

De uma forma geral, antiinflamatorios esteroidamno a dexametasona reduzem
muitos sinais caracteristicos do processo inflara{@OULDING, 2004; CARAMORIet
al., 2005). De fato, alguns estudos mostram que o€£AIKduzem a ativagédo de fatores de
transcricdo como a Proteina Ativadora — 1 (AP-1p dator nuclear NReB, fatores
relacionados com a ativacdo de genes de citocimasanes como TNFe e [L-18,
substancias potentes em muitas acdes envolvidasigracdo leucocitaria. A redugédo do
influxo leucocitario também esta associada a iaibida mieloperoxidase (PEREIRA al,

2006), enzima importante nos processos inflamatorio
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Alguns estudos referem que a persisténcia da resjpffamatoria provocada pela
carragenina apés o periodo de 3 a 4 h possivelmnsgjge devido & migracdo de leucdcitos
para o tecido, liberacdo de enzimas proteoliticas estas células e geracdo de
prostaglandinas no local. Tais fatores mantém m@abilidade vascular aumentada, e podem
causar dano ao tecido conjuntivo, com a liberagidoomacéo de mediadores adicionais
(CRUNKHORN; MEACOCK, 1971).

Um parametro comumente usado para se ter uma med&kamo que indireta, do
conteudo tecidual de neutrdéfilos é a medida deepisde MPO ativa. A MPO € uma enzima
encontrada primariamente nos granulos azurdfilas raautrofilos, liberada apos a ativagédo
dos leucocitos, dentro do fagossomo ou no espaitacelular. Uma vez liberada, a MPO
reage com o peroxido de hidrogénio formado pela RADbxidase, e aumenta o potencial
toxico deste oxidante. O sistema hidroperoxido-MR&nbém promove a oxidacdo do
cloreto, tirosina e nitrito, induzindo a formacgé&e &cido hipocloroso, outros derivados do
cloro, radicais tirosina, e intermediarios reatidesnitrogénio, enfim, compostos que podem
atacar a superficie das membranas dos microorgagsi$fFRURSCHOU; BORREGAARD,
2003).

Considerando assim que a inibicdo da MPO é maisinditador de atividade
antiinflamatéria (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN1982; FAURSCHOU;
BORREGAARD, 2003; PASSOE8t al, 2007), resolvemos no presente projeto deternanar
atividade da MPO no fluido peritoneal. A injec@draperitoneal de carragenina no fluido
peritoneal causou um aumento da atividade desienarez o pré-tratamento com riparina |l,
assim como ocorreu com a dexametasona, droga ei€mefa utilizada, reduziu a atividade

da MPO, sugerindo um papel inibidor da riparinadste processo.

A determinacdo do contetdo de proteinas no flugtdgneal mostrou que a riparina,
nas duas doses utlizadas, reduziu de forma sigtife a concentracdo de proteinas,
semelhante & dexametasona, quando comparado cantrole, confirmando a sua acao

inibitoria sobre a producao de conteudo inflamatori

Neste trabalho também decidimos investigar se itoedatiinflamatoério da riparina Il
estaria relacionado, de alguma forma, a inibicéo lidaracdo de algumas citocinas,

especialmente, ILfle TNFa. As citocinas sdo substancias importantes enmogipiiocessos
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fisiologicos e patoldgicos. Elas sdo plurifunci@anodulam muitos processos bioldgicos
essenciais; sao secretadas por uma grande variei@atipos celulares, sendo capazes de
regular a hematopoiese, inflamacao e principalmenteescimento e diferenciacédo celular.
Geralmente, as citocinas atuam de forma paracprifmo as células que a produzem) ou
autocrina (diretamente sobre as células que asupeat) (MONTENEGRO; FRANCO,
1999).

A IL-1B é uma citocina que estimula a infiltracdo de ridilis, e que pode agir como
mediador final ou através da inducdo e secreca&eiobsandides e quimiocinas (ZHANSS
al.,, 2001). TNFe. € uma outra citocina pré-inflamatéria, secretadacppalmente por
macrofagos ativados, que tem um papel fundamemaldewersas condicbes tais como
inflamacédo, imuno-modulacédo, citotoxicidade e apspt (AGGARWAL; NATARAJAN,
1996). Esta citocina € reconhecida como quimioateae esta intimamente associada com
processo de migracdo de neutrofilos (CROSA&Aal, 1996). TNFe € um dos agentes

liberados pela carragenina, em sua fase iniciah@ marcador de inflamacéo aguda.

Nossos resultados da dosagem da concentracdoal MFH_-1b no fluido peritoneal
de ratos com peritonite induzida por carrageninastracam que a riparina Il possui a
capacidade de reduzir a concentracdo de BNE-IL-1b corroborando com os resultados da
medida dos edemas e a contagem de leucdcitosirnsanfio uma possivel atividade

antinflamatoria da riparina Il.

Assim, de uma forma geral, os resultados conjuntéarmevelam um importante efeito

nociceptivo e antiinflamatorio da riparina Il.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A riparina Il foi testada em modelos animais deicemcdo e inflamacédo. Os

resultados obtidos neste estudo nos permitem doncie:

* Avriparina Il possui atividade antinociceptiva, @gamciada nos modelos de nocicepcéo

guimica induzida pelo acido acético, formalina (s&ta fase), capsaicina e glutamato

* A atividade antinociceptiva parece nao estar refema com mecanismos centrais,

pois ndo houve qualquer efeito sobre o teste da pjaente

» Arriparina Il possui acdo antiinflamatoria caraitada pela sua a¢do na segunda fase
do teste da formalina juntamente com a capacidaderegluzir edemas de pata

induzidos por carragenina, dextrano, histaminaadibinina

* A acdo antiinflamatoria da riparina Il parece nétaediretamente relacionada com a

serotonina

* A riparina Il foi capaz de reduzir a migracdo declacitos para a cidade peritoneal
tanto por estimulo direto (fMLP) quanto por um heth (carragenina) e as
concentracdes de TNke IL-1B
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho mastrague a riparina 1l possui uma
atividade antinociceptiva ndo relacionada a meoparsscentrais e que a sua acao parece

interagir com receptores NMDA e TRPV-1.

Foi mostrado que o tratamento com a riparina Bspo acdo antiinflamatéria em
varios modelos experimentais, o que € evidenciagla pgiminuicdo do edema de pata
induzido pela carragenina, dextrano, assim como giguns mediadores conhecidos por
participar da resposta inflamatoria, como a histamé bradicinina. Além da reducdo da

migracdo de leucdcitos e de citocinas proé inflamaso

A riparina Il, substancia isolada do fruto ndo oraddeAniba riparia, pode funcionar
como uma forte ferramenta a ser explorada e umsiysutilizacdo na producdo de drogas
utilizadas no tratamento da dor e da inflamac&wjdeem vista 0 aumento do interesse em
buscar moléculas na natureza com potencial terigpéRara tanto devem ser realizados
experimentos adicionais para o melhor esclareciongos mecanismos de acéo envolvidos na

atividade antinociceptiva e antiinflamatoria.
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