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Resumo

Apocinina é o mais empregado inibidor de NADPH oxidase, um complexo multienzimatico
capaz de catalisar a reducdo unieletrénica do oxigénio molecular ao radical anion superéxido.
Apesar de controvérsias sobre sua seletividade, a apocinina tem sido utilizada como um das mais
promissoras drogas em diversos modelos experimentais de inflamacdo. Neste estudo nosso objetivo
foi caracterizar as caracteristicas antioxidantes, pro-oxidantes e antinociceptivas da apocinina e dos
compostos estruturalmente relacionados vanilina e &cido vanilico. Descobrimos que estes
compostos sdo relativamente fracos como antioxidantes. Por outro lado, a apocinina e a vanilina,
mas nao o acido vanilico mostraram significativas caracteristicas pré-oxidantes. No que diz respeito
aos efitos antinociceptivos em ratos, a administracdo oral de 100 mg/Kg de apocinina, vanilina e
acido vanilico, uma hora antes dos testes, foi capaz de reduzir significativamente o edema da pata
provocada por carragenina e a dor no teste de formalina (fase inflamatdria) A apocinina foi também
capaz de reduzir o efeito nociceptivo induzido por capsaicina, cinamaldeido, mentol e glutamato.
Utilizando antagonistas especificos, descobrimos que a via serotonérgica, mas nao a via mediada
por oxido nitrico estd envolvida no mecanismo de antinocicep¢do da apocinina. Concluimos que
ndo ha relacdo entre as propriedades antioxidantes, pré-oxidantes, inibicdo de NADPH oxidase e 0s
efeitos antinociceptivos estudados. Assim, os efeitos farmacoldgicos obtidos para a apocinina é uma
confirmacdo de que este composto fitoquimico é muito mais do que um inibidor de NADPH
oxidase. Estudos adicionais deverdo ser realizados, mas as propriedades antiinflamatérias e
antinociceptivas obtidas neste trabalho e os efeitos ja descritos na literatura € um indicativo que

esta molécula simples e barata se tornara um real anti-inflamatério e/ou analgésico.

Palavras-chaves: inflamacdo, dor, NADPH oxidase, metdxi-catecois, antioxidantes, pro-

oxidantes.
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Abstract

Apocynin is the most employed inhibitor of NADPH oxidase, a multienzymatic complex
capable of catalyzing the one-electron reduction of molecular oxygen to the superoxide anion.
Despite controversies about its selectivity, apocynin has been used as one of the most promising
drugs in several experimental models of inflammatory diseases. In this study our aim was to
characterize the antioxidant, pro-oxidant and antinociceptive properties of apocynin and the
structurally-related compounds vanillin and vanillic acid. We found that apocynin, vanillin and
vanillic acid are poor antioxidants. Conversely, apocynin and vanillin, but not vanillic acid, showed
significant pro-oxidant characteristics. Regarding antinociceptive effects in rats, the oral
administration of 100 mg/Kg of apocynin, vanillin and vanillic, one hour before the tests, was able
to reduce significantly the paw edema pain provoked by carrageenan and the pain in the formalin
test (inflammatory phase). Apocynin was also able to reduce the nociceptive effect induced by
capsaicin, cinnamaldehyde, menthol and glutamate. By using specific antagonists, we found that
serotonergic, but not the nitric oxide pathway seems to be involved in the mechanism of
antinociception of apocynin. In conclusion, there is no relationship between antioxidant, pro-
oxidant, inhibition of NADPH oxidase and the antinociception effects observed in these studies.
Hence, the pharmacological effects obtained for apocynin is a confirmation that this phytochemical
is much more than an NADPH oxidase inhibitor. Additional studies must be done, but the anti-
inflammatory and antinociceptive properties of apocynin obtained in this work and the effects
described in the literature are indicative that this simple and inexpensive molecule will become a

real anti-inflammatory and analgesic drugs.

Key words: Inflammation, pain, NADPH oxidase, methoxi-cathecols, antioxidants, pro-

oxidants.
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AAPH: cloridrato de 2,2-azobis (2-amidinopropano)
AEBSF: fluoreto de 4-(2-aminoetil)benzossulfonila
AC: adenilato-ciclase

AINES:antiinflamatérios ndo-esteroidais

ANOVA: Andlise de variancia

APO: Apocinina

ASICs:Canais idnicos sensiveis ao acido
COXs:cicloxigenases

CAT:catalase

COX: cicloxigenase

CGRP: Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
DNA:Acido desoxirribonucléico

DPI: difenileno ioddnio

DTPA: acido dietilenotriaminopentacético

DTNB: Acido, 5, 5’ ditiobis (2-nitrobenzéico)
DPPH: 1,1-difenil-2-picril-hidrazila

EROs: espécies reativas de oxigénio

EDTA: Acido etilenodiamino tetra acético

g: grama

GTP: Trifosfato de guanosina

GMPc: Guanosina monofosfato ciclico

G6PD: glicose-6-fosfato desidrogenase

GSH: glutationa

GSSG: glutationa oxidada

GSSH: glutationa reduzida

5HT-1: 5-hidroxitriptamina (serotonina)

h: hora

H,0,: peroxido de hidrogénio

HOCI: &cido hipocloroso

HDL.: proteina de alta densidade

HL-60: células humanas de leucemia promielocitica
HRP: peroxidase de raiz forte (horseradish peroxidase)
IL-1:interleucina 1

IL-6:interleucina 6

I/R: isquemia e reperfusdo

Kg: kilograma

ICAM-1:moléculas de adeséo intracelular-1
IL1-B:Interleucina-1-

i.p.l: intraplantar

i. p: intraperitoneal

LTB4, LTC4, LTD4, LTE4 tipos de leucotrienos
LDL.: lipoproteina de baixa densidade

LPS: Lipopolissacarideo bacteriano

L-ARG: L- arginina

L-NAME: éster metilico de N-Nitro-L-arginina
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mg: miligramas

ml: mililitro

mM: milimolar

mmol/l: milimol por litro

min: minutos

MM: micromolar

pl: microlitro

MPO: mieloperoxidase

NK: natural-killer

NO: éxido nitrico

NOS: enzima 6xido nitrico sintase

*NO: radical 6xido nitrico radical

NADPH-oxidase nicotinamida-adenina-dinucleotido-fosfato-oxidase
NEM: N-etilmaleimida

NF-kappa B: fator de transcri¢cdo nuclear NF-Kappa B
NADH: nicotinamida-adenina-dinucleétido-reduzida
Na;HPO;,. fosfato de sodio tribasico

NKA: Neurocinina A

NKB: Neurocinina B

NMDA: receptores N-metil-D-aspartato.

nm: comprimento de onda

nmol: nanomol

O, ‘radical anion superéxido

*OH:radical hidroxila

ONOQ': peroxinitrito

OPA: aldeido orto-ftalico

PAF fator de agragacdo plaquetaria

PKG: proteina quinase G

PLC: Fosfolipase C

PCPA: p-clorofenilalanina

PBS: salina Tampé&o Fosfato

PGE;:protaglandina E2

CoQ: coenzima Q

ROS: radicais livres

s: segundos

s.C: sub-cutanea

SOD: Superéxido dismutase

SDS: dodecilsulfato de sddio

SP: substancia P

TNF-a. :fator de necrose tumoral

TBARS: substancias reativas ao acido barbitdrico
TRPV1:receptor de potencial transitério vaniloide 1
TRPAL:receptor de potencial transitério relacionado a proteina anquirina 1
TRPM8:receptor de potencial transitorio melastatina 8
v.0: via oral

VCAM-1:molécula de adesdo celular-1

VAS3947: triazol de pirimidina
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1- INTRODUCAO

1.1 Inflamagdo

Dentre a diversidade de doencgas existentes na humanidade destacam-se 0s
processos inflamatérios, os quais estdo intimamente relacionados a praticamente todos 0s
processos patoldgicos, incluindo alergias (Naik & Wala, 2013), artriete (Lee, 2013), cancer
(Abu-Amer, 2009), diabetes (Martins et al.,2010), doencas neurodegenerativas (Czirr &
Wyss-Coray, 2012)), doengas cardiovasculares (Libby et al., 2002; Konishi., 2010) doencas
reumaticas (Albers et al., 2005), obesidade (Mangge et al., 2010), senilidade (Khansari et
al., 2009; Laurson et al., 2010), entre outras.

A inflamacgéo é uma resposta de defesa que ocorre apds o dano celular seja qual for
a sua etiologia como microrganismos, agentes fisicos (radiagdo, trauma, queimaduras),
quimicos (toxinas, substancias causticas), necrose tecidual e/ou reagdes imunologicas
(Abbas et al., 2000). Apds a agressao tecidual, seguem-se fendmenos vasculares mediados
principalmente pela histamina, tendo como resultado um aumento localizado e imediato da
irrigacdo sanguinea, que se traduz em um halo avermelhado em torno da lesdo, hiperemia
ou rubor. Em seguida, tem inicio uma producédo local de mediadores inflamatorios que
promovem um aumento da permeabilidade capilar e também quimiotaxia, processo
quimico pelo qual células polimorfonucleares e macrofagos sdo atraidos para o foco da
lesdo (Goltstein et al, 1977., Fletcher, 1993., Sherwood e Toliver-Kinski, 2004). Estas
células realizam a fagocitose dos elementos que estdo na origem da inflamacdo e
contribuem para a producdo de mediadores quimicos, tais como histamina, bradicinina,

ativacdo do sistema complemento, metabdlitos do &cido araquidbnico, citocinas,
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interleucinas, quimiocinas e leucotrienos, etc. Cada um desses mediadores exercem fungoes
fundamentais no processo inflamatério (Robinson, 1989)
. Especificamente:
- Histamina: E considerado o principal mediador da fase imediata do aumento da
permeabilidade vascular. E o mediador que inicia a vasodilatago.
- Bradicinina: E um mediador importante nos primeiros estagios da fase tardia da
permeabilidade vascular. Sua agdo consiste na dilatagdo arteriolar, aumento da
permeabilidade das vénulas, dor e quimiotaxia para os leucocitos.
- Sistema de coagulacdo: A trombina responsavel pela expressdo de moléculas de
ades@o do endotélio, producdo de quimiocininas, PAF (fator ativador plaquetario),
oxido nitrico e inducéo de ciclooxigenases.
- Metabdlitos do acido araquiddnico: Derivados de fosfolipidios e acidos graxos
liberados nas membranas plasmaticas pela agressdo. Sdo considerados metabolitos
locais de curto alcance. Formam-se rapidamente e exercem seus efeitos localmente.
Na seqliéncia, se decompde espontaneamente ou por acdo enzimatica. Ocorrem em
todos os tecidos. Modulam a resposta inflamatoria e sdo produzidos principalmente
pela atividade de neutréfilos e macrofagos. Provavelmente responsavel pela fase
tardia e prolongada da permeabilidade vascular. O metabolismo do acido
araquidénico pode ocorrer por meio de duas classes principais de enzimas:
- Via ciclooxigenase: Os produtos desta via sdo as prostaglandinas e tromboxanos.
Entre elas:
- PGI2 (prostaciclina): vasodilatacao e agregacdo plaquetaria
- PGE2 (prostaglandina E2): vasodilatacdo, potencializacdo do edema e da dor

promovidos pela bradicinina
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e modulacdo da funcdo de macrofagos e celulas NK.
- Via da lipoxigenase: Os produtos desta via séo os leucotrienos.
- LTB4 (Leucotrieno B4): quimiotaxia para leucécitos e aumento da permeabilidade
vascular;

- LTC4, LTD4, LTE4(Leucotrieno C a E4): aumento da permeabilidade vascular;

- Citocinas proé-inflamatdrias: So proteinas produzidas por varios tipos celulares,
mas principalmente por macréfagos e linfocitos ativados. Desempenham efeitos
diversos sobre diferentes células, modulando a sua funcdo. As mais conhecidas sdo
IL-1, IL-6 e TNF-a (fator de necrose tumoral). TNF-a. e IL1 promovem a ativagéo
metabolica de neutrofilos e macréfagos, ativacdo angiogénica das celulas
endoteliais, efeitos sisttmicos como (febre, perda do apetite, pelo aumento na
liberacdo dos lipidios e proteinas, liberagcdo de neutrofilos na circulacgéo, etc), efeitos
hemodinamicos do choque séptico especialmente, hipotensdo, reducdo da
resisténcia vascular, aumento da freqiiéncia cardiaca e reducdo do pH do sangue
(Vinay et al., 2005). O processo pelo qual estes mediadores alcangam o foco
inflamatdrio é mediado por fatores de adesdo que sdo expressos na superficie das
células endoteliais que revestem internamente 0s vasos sanguineos. Estes fatores
irdo mediar a adesdo e a diapedese de mondcitos circulantes e outras células
inflamatdrias para o local da lesdo. Em resumo, todos estes fatores atuam em
conjunto, levando aos eventos celulares e vasculares da inflamacdo (Kawai et al.,
2006). De um ponto de vista macroscopico, estes eventos resultam em um aumento
do diametro de capilares responsaveis pela irrigacdo sanguinea local, produzindo

hiperemia e aumento da temperatura local (rubor). O edema ou inchaco ocorre a
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partir do aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular aos
componentes do sangue, o que leva ao extravasamento e liquidos intravasculares

para o espaco intersticial extracelular.

1.2 Dor

A dor, outro sintoma caracteristico da inflamacéo, é definida pela Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor como “uma experiéncia emocional e sensorial
desagradavel relacionada com a lesdo tecidual real ou potencial (Loeser & Melzack, 1999).
A partir desta defini¢do, pode-se citar componentes fisiologicos, psicolégicos e emocionais.
A jungdo dos mesmos € o que os humanos entendem por dor. Sendo assim, em animais
avalia-se a dor de forma indireta. Uma vez que ndo ha aparatos que permitam mensurar
algum componente emocional, avalia-se somente o componente fisioldégico, ao qual se
denomina nocicepcao (Tjolsen & Hole, 1997). Os estimulos nocivos ou lesivos promovem
uma ativacao de receptores periféricos, 0s nociceptores, que traduzem tais estimulos em
impulsos elétricos e os transmitem para o corno dorsal da medula espinhal e posteriormente
para o cérebro (Dray et al., 1994). Existem trés modalidades de estimulos mecanicos,
térmicos ou quimicos (Reichiling & Levine, 1999). Entre o estimulo nocivo e inicial e a
consciéncia dolorosa existe uma extraordinaria série de mecanismos complexos e
interativos pelos quais o estimulo inicial € transmitido e processado pelos centros
superiores (Millan, 1999). Os nociceptores, que podem ser ativados pelos estimulos
dolorosos, estdo localizados nas terminagdes nervosas livres das fibras aferentes primarias
(Devor, 1999). As fibras aferentes primarias nociceptivas podem ser classificadas em trés

tipos: fibras AJ, fibras A e fibras C. Em condigfes normais,os trés tipos de fibras podem
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transmitir informagfes ndo nociceptivas, mas somente fibras Ad e as fibras C transmitem
informagdo nociceptiva (Konietzny e Hensel, 1975 & Millan, 1999), a alodinia também
pode ser transmitida pelas fibras AB. A sensibilizacdo dos nociceptores ocorridas, por
exemplo, em casos de estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos, resulta na liberagédo
local de mediadores quimicos tais como bradicinina, serotonina, histamina, metabdlitos do
acido araquiddnico, citocinas, aminoacidos excitatérios, NO entre outros. Estes mediadores
interagem com receptores especificos, levando a propagacdo do sinal nociceptivo gracas a
um aumento na permeabilidade da membrana neuronal a cations e consequente geracdo do
potencial de acdo (Coutaux et al., 2005).

A formacéo de prostandides pelas COXs é um dos responsaveis pela sensacao de
dor (Masferrer et al., 1994). As prostaglandinas sensibilizam terminais nociceptivos
periféricos e produzem uma sensibilidade aumentada a dor. Além das prostaglandinas,
sabemos que 0 NO e a serotonina sdo importantes mediadores nociceptivos importantes da
nocicepcdo. O NO é um importante mensageiro bioldgico que € sintetizado a partir da L-
arginina pela sintase de oxido nitrico (NOS). O NO exerce seu efeitos intracelulares por
ativar a guanilato-ciclase soluvel, que por sua vez convertera GTP em GMPc, e este, como
segundo mensageiro podera ativar a PKG (proteina quinase G), canais i6nicos e
fosfodiesterases. OseK et al. em 2003 afirmam que o NO ¢é produzida p6s-sinapticamente a
ativacdo de aminoacidos excitatdrios principalmente o glutamato que € encontrado nas
fibras C. A ativacdo da NOS apresentam papel fundamental na transmissdo nociceptiva da
medula espinhal até o centros superiores (Bleakman et al., 2006). Inibidores de NOS sdo
capazes de inibir indiretamente receptores ionotropicos glutamatérgicos como os receptores

de NMDA (receptores N-metil-D-aspartato).
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A serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina) € uma monoamina que também esta
envolvida na modulacdo da dor (Millan, 2002). A ativacdo de fibras descedentes
serotoninérgicas correlaciona-se com a concomitante acdo de 5-HT de forma pré-
nociceptiva, vias descendentes facilitatorias, e antinocicceptiva, vias descendentes
inibitérias (Sawynok & Reid, 1996; Millan, 1999). O nlcleo magno da rafe é
provavelmente o nucleo serotonérgico mais importante na modulacdo do controle
descendente da transmissdo da dor (Basbaum & Fields, 1984; Millan, 2002). Além disso,
varios estudos clinicos e pré-clinicos tém demonstrado que medicamentos antidepressivos
triciclicos e inibidores da recaptacdo de serotonina sdo capazes de produzir marcante
analgesia tanto em humanos quanto em animais (Carter & Sullivan, 2002; Millan, 2002).
Dependendo do tipo de receptor predominantemente, o resultado final de sua ativacdo pode
ser a supressao ou facilitacdo da nocicepgdo. Ainda, um mesmo tipo ou subtipo de receptor
serotoninérgico pode ter acdes diversas conforme sua localizacdo. A literatura acerca deste
assunto mostra que a 5-HT pode ter efeito pro-ou antinociceptivo, conforme o sitio onde ela
é aplicada, o modelo experimental escolhido e a dose utilizada (revidado por Millan, 2002).
Existem evidéncias de que a 5-HT aumenta a acdo das vias descendentes inibitdrias
adrenérgicas, revelando um sinergismo das atividades das duas vias descendentes
inibitorias na producdo da analgesia (Furst, 1999). Além disso, é classicamente conhecido
que as projecdes descendentes serotoninérgicas exercem um efeito inibitorio marcante
sobre a transmissdo nociceptiva (Basbaum & fields, 1984; Alhaider, 1991a, 1991b). As vias
descendentes inibitdrias serotoninérgicas modulam a transmissdo nociceptiva tanto por
atuarem diretamente sobre o0s neurdnios de projecdo, como através de interneurdnios

(Alhaider et al., 1991b).
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Os receptores para a 5-HT séo classificados nos seguintes tipos e subtipos: 5-HTa,
5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1g, 5-HT1F, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HToc, 5- HT3, 5-HTy4, 5-HTsa, 5-HTs
e 5-HT7 (Bardin, 2000). Os diferentes mecanismos de transducédo de sinal de cada tipo de
receptor serotoninérgico permitem a observacdo de efeitos distintos da 5-HT sobre a
atividade neuronal. No que se refere a participacdo dos receptores serotoninérgicos no
controle da nocicepc¢do, pode-se dizer que os tipos mais bem estudados séo 5-HT;, 5-HT, e
5-HT3. Os receptores 5-HT14, por exemplo quando localizados nos neurdnios de projecéo,
exercem efeito inibitério sobre a atividade neuronal, devido ao seu acoplamento negativo a
AC e inducdo da abertura de canais de K* (Boess & Martin, 1994). Portanto, esses
receptores tém papel importante na analgesia induzida por ativacdo das vias descendentes
inibitorias serotoninérgicas a nivel espinhal (Bardin et al., 2000; Bardin et al., 2001;
Colpaert et al., 2002). Os receptores 5-HTig, 5-HTip, 5-HT1r compartilham o mesmo
mecanismo de transducdo de sinal do receptor 5-HTia, possuindo influéncias igualmente
inibitorias sobre a atividade neuronal. Estes trés receptores estdo intimamente relacionados
quanto a localizagdo, sendo que, em relacdo a atividade antinociceptiva, 0s receptores 5-
HT.s possuem atividade mais expressiva do que os outros dois (millan, 2002). Os
receptores 5-HT2 exercem uma influéncia excitatoria sobre atividade neuronal, devido ao
acoplamento positivo a PLC e atividade inibitoria sobre correntes de K+ (Boess e Martin,
1994). Perifericamente eles apresentam atividades pro-nociceptivas, entretanto, o
posicionamento de receptores, 5-HT,a € 5-HT,c em interneurdnios inibitorios transforma a
sua acao pronociceptiva em um papel antinociceptivo (Bardin et al., 2000; Obata et al.,
2001; Sasaki et al., 2001). Isto se deve ao fato de que a atividade das fibras aferentes

primarias € modulada pela a¢éo
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de interneurdnios inibitorios, encefalinérgicos ou GABA/glicinérgicos, que recebem
inervacao serotoninérgica descendente (Alhaider et al., 1991). O receptor 5-HT3 distingue-
se drasticamente das outras classes de receptores serotoninérgicos por ser um canal
catidnico pentamérico operado por ligante. Sua ativacdo aumenta a atividade da PLC,
reforcando sua influéncia facilitatoria sobre a excitabilidade neuronal (Millan, 2002). Sua
principal localizag&o no corno dorsal é nas laminas superficiais, e acredita-se que ele esteja
também atuando nos interneurdnios inibitérios, um vez que seus agonistas seletivos sdo
capazes de induzir antinocicepg¢do a nivel espinhal (Sazaki et al., 2001).

Neste sentido, vemos que tanto a inflamacdo quanto a dor, sd0 processos inter-
relacionados e multicomplexos onde estdo envolvidos varios mediadores quimicos,

neurotransmissores, assim como Varias vias de sinalizacdo nociceptivas.

1.3 Inflamagao e Estresse Oxidativo

Outro evento da maior relevancia nos processos inflamatorios é a capacidade das
células fagociticas, tais como neutrofilos e macrofagos, e ndo fagociticas, tais como células
endoteliais, em produzir e secretar as denominadas espécies reativas de oxigénio (EROS)
tais como, peréxido de hidrogénio (H,O;), radical anion superdxido (O;"), 6xido nitrico
(*NO), radical hidroxila (*OH), acido hipocloroso (HOCI), entre outros, € que lhes confere
alta capacidade microbicida e tumoricida. Como pode ser notado alguns EROs sdo radicais
livres. Este termo é usado para designar qualquer atomo ou molécula com existéncia
independente e que contenha um ou mais elétrons ndo pareados nos orbitais externos. Esta
caracteristica é responsavel pela alta reatividade destas substancias as quais podem abstrair
prétons ou elétrons de biomoléculas promovendo a sua oxidacdo. Exemplos de radicais

livres de origem enddgena sdo o0 O,", *NO, *OH (Barreiros et al., 2006).
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Apesar de suas caracteristicas deletérias largamente conhecidas, as EROs sé&o
produzidos continuamente durante processos metabolicos e atuam como mediadores em
varias reacdes bioquimicas, desempenhando funcBes imprescindiveis na protecdo
imunoldgica e no sistema vascular. Trata-se, por exemplo, da regulacdo de tonus vascular
via produgdo de *NO ou da ja conhecida fungdo do H,O, como mediadores nas vias se
sinalizagdo celular (Ferreira et al.,1997).

Entre as vias de producéo destes oxidantes destacam-se:

1- Ativacdo do complexo multienzimatico NADPH oxidase, que transfere elétrons

da coenzima NADPH para o oxigénio, formando o radical anion superéxido;

2- Dismutacéo do radical anion superoxido levando a producgéo de peréxido de

hidrogénio;

3- Producdo de radical hidroxila via reacédo de Fenton;

4- Producdo de oxido nitrico por meio da acdo catalitica da enzima éxido nitrico

sintase (NOS);

5- Producdo de peroxinitrito (ONOQ") por meio da reacdo entre o radical anion

superdxido e o 6xido nitrico;

6- Producdo de é&cido hipocloroso por meio da acdo catalitica da enzima

mieloperoxidase (MPQO) em neutréfilos

O termo estresse oxidativo estd relacionado ao desequilibrio na producdo e/ou
neutralizacdo de EROs no meio celular. Isto pode ocorrer pelo aumento na producdo destes
oxidantes, ou por alguma deficiéncia nos mecanismos fisiologicos de detoxificacdo dos
mesmos. No contexto dos processos inflamatérios, onde células estimuladas por agentes
exdgenos ou enddgenos produzem estes oxidantes em grande quantidade, € comum associar

0 dano tissular & destruicao de proteinas, enzimas e estruturas lipidicas no foco inflamatério
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pelas suas interagdes com HOCI, *«OH, ONOOQO’, etc. Dentre as doengas onde danos
oxidativos tém sido relacionados com a sua etiologia ou progressdo pode-se citar: artrite,
aterosclerose, diabetes, cardiopatias, disfun¢des cerebrais, entre outras (Bianchi & Antunes,
1999). De modo semelhante, o dano nas bases nitrogenadas causados pela producéo
exacerbada de EROs tem sido postulado como um componente da maior importancia nos

processos de mutagénese e carcinogénese (Toyokuni, et al., 1995; Seril et al., 2003).

1.4 NADPH Oxidase e Inflamacgdo

Como descrito acima, o sistema NADPH oxidase € um componente de grande
relevancia na mediacdo dos processos inflamatorios. Este complexo multienzimatico é
composto pelas proteinas citossolicas p47phox, p67phox, Racl e Rac2 e pelo componente
de membrana flavocitocromo b558 composto de gp91phox e p22phox (Rosen et al., 1998).
No que diz respeito aos fagocitos, quando ativados por patdgenos, particulas opsonizadas,
imunocomplexos etc., ocorrem mudancas na conformacdo dessas proteinas, de tal forma
que sitios de ligacdo, até entdo inacessiveis, sao expostos levando a migracéo e agregacéo
dos componentes para membrana do fagossomo nascente. Este complexo tem um forte
poder catalitico, levando a reducdo do oxigénio a anion superdxido em uma taxa de 2
nmol/min por 10° neutréfilos (Nauseef, 2004). A fonte continua de NADPH para os
fagdcitos € a via das hexoses monofosfato. A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) € a
primeira enzima desta via (“hexose monophosphate shunt”), onde a glicose-6-fosfato
(Glicose-6-P) é convertida para 6-fosfogluconato (6-PG) e NADP® é reduzida para
NADPH, que é a coenzima necessaria para a geracao de superoxido via o sistema NADPH

oxidase (Ardati et al., 1997)
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O complexo NADPH oxidase é expresso em varios tecidos/células. Em particular,
sua presenca em células endoteliais nos vasos sanguineos trouxe a tona sua importancia nas
patologias cardiovasculares. Exemplos disso s&o os estudos que indicam que a ativagdo do
complexo NADPH oxidase esta relacionada a doencas de origem inflamatoria, disfuncéo
endotelial e apoptose (Wei et al., 2007). Outros trabalhos demonstram o envolvimento da
NADPH oxidase com o desenvolvimento da hipertensdo (Puddu et al., 2008), cancer
(Uschio-Fukai & Nakamura, 2008) e diabetes (Ha et al.,2008). Da mesma forma,
demonstrou-se que o complexo NADPH oxidase esta intimamente relacionado com a

doenca de Alzheimer (Wilkinson & Landreth, 2006).

1.5 Antioxidantes e inflamagdo

Sendo a formacdo endogena de EROs um componente essencial na génese e/ou
progressdo dos processos inflamatorios, sdo indmeros os trabalhos que buscam em
compostos, tanto sintéticos como naturais, propriedades antioxidantes e que possam ser
potencialmente Uteis em aplicacdes terapéuticas. Uma definicdo de antioxidante é
“qualquer substancia que, presente em baixas concentragdes quando comparada a do
substrato enddgeno oxidavel, € capaz de inibir a oxidacdo deste substrato de maneira
eficaz” (Sies & Stahl, 1995). Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos
radicais livres podem ser classificados em antioxidantes enziméaticos e ndo enzimaticos.
Entre os enzimaticos destacam-se a superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa
peroxidade, glutationa redutase e enzimas de reparo. Entre os ndo enzimaticos incluem-se o
a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, &cido ascorbico (viatamina C), flavondides, proteinas

do plasma, selénio e glutationa (Droge, 2003., Halliwell & Cross, 1994).
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Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo dos organismos. O
primeiro mecanismo de defesa contra radicais livres é impedir a sua formacdo,
principalmente pela inibigdo das reagGes em cadeia com ferro e o cobre. Os antioxidantes
séo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes
exdgenas impedindo o ataque dos mesmos sobre lipideos, aminoacidos em proteinas,
duplas ligacbes em acidos graxos poliinsaturados e em bases de DNA, evitando a formacéo
de lesbes e perda da integridade celular. Outro mecanismo de protecdo € o reparo das lesdes
causadas pelos radicais. Sendo assim, substancias com propriedades antioxidantes s&o
constantemente estudadas, dado seus potenciais como agentes terapéuticos para inUmeras
patologias. Alguns antioxidantes de grande relevancia e aplicagdes importantes séo:

- Vitamina C

Possui efeitos anti-inflamatorios e esta associada a reducdo da disfuncao endotelial

em pessoas com historico de doencas cardiovasculares ou diabetes (Wannamethee,

2006). A combinacédo de p-caroteno (15mg/dia), vitamina C (50mg/dia) e vitamina

E (400mg/dia) por seis semanas pode ser usada como tentativa na clinica na para o

tratamento de hiperlipidemia em fumantes e para eliminar o estresse oxidativo e

dano celular (Chao et al., 2002).

f-caroteno

Trata-se da pré-vitamina A e evidéncias epidemiologicas sugerem que 0S

carotenoides do soro sdo potenciais antioxidantes e que tem um papel protetor no

desenvolvimento de doencas cronicas. Alguns estudos mostram que a concentragdo
de p-caroteno em tecidos adiposos estava significativamente mais baixa em
pacientes que tiveram infarto do miocardio do que nos controles (Krause, Mahan,

2005; Coyne et al., 2005). O p-caroteno é altamente lipossolivel e transportado
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largamente com o colesterol LDL (75%) e com colesterol HDL (25%). Possui
fungdo antioxidante de captador de radicais livres, para reduzir a extensdo de injuria
nuclear e para inibir a peroxidacdo lipidica induzida pelas enzimas fontes de radicais

livres, como a xantina-oxidase (Chao, 2002).

Flavonoides

Atuam como antioxidantes na desativacdo dos radicais livres, em ambos 0s
compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico. Esses compostos tém a capacidade
de doar atomos de hidrogénio e, portanto, inibir as reacdes em cadeia provocadas
pelos radicais livres (Hartman & Shankel, 1990). Os flavondides mais investigados
s80 quercetina, miricetina, rutina e naringerina (Hartman & Shankel, 1990). A
quercetina, miricetina e a rutina, foram mais efetivos do que a vitamina C na
inibicdo dos danos oxidativos induzidos pelo H,O, no DNA de linfocitos humanos
(Noroozi et al., 1998). Outros flavonoides como a (-)-epicatequina e (-)-
epigalocatequina apresentam tanto propriedades antioxidantes como inibidores do
processo de carcinogénese (Mukherjee et al., 1997). Os flavondides atuam também
induzindo ou inibindo enzimas como ciclooxigenase, lipoxigenase ligadas a
processos inflamatdrios e também enzimas do sistema citocromo oxidase. Alguns
sugerem 0 uso da casca escura do grdo de soja (rico em antocianinas) como um
complemento Util para modular desordens cardiovasculares (Kim et al., 2006).
Neste estudo foi examinada a inibicdo da expressao de alguns genes inflamatérios
associados com isquemia/reperfusdo (I/R) provocada pela injdria. Antocianinas
isoladas da casca escura do grdo de soja diminuiram o0s niveis vasculares de

molécula de adesdo celular-1 (VCAM-1), moléculas de adesdo intracelular-1
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(ICAM-1) e niveis de ciclooxigenase-2, induzidas pelo fator de necrose tumoral
(TNF-a), os quais sdo dependentes da via NF-kappa B. Outros estudos
demonstraram que os compostos polifendlicos inibem os processos de inflamagdo
vascular que contribuem para o aparecimento de doencas cardiovasculares. Sugere-
se que esses efeitos sejam mediados pelas alteragdes na sintese dos eicosandides
celulares. Em um estudo verificaram-se os efeitos das pré-antocianinas do cacau na
alteracdo na sintese dos eicosandides em humanos e em células adrticas in vitro. Os
resultados demonstraram que os individuos que consumiram chocolate rico em pré-
antocianinas apresentaram um aumento de 32% nos niveis de prostaciclinas e uma
diminuicdo de 29% dos leucotrienos. Além disso, as pro-antocianinas diminuiram
em 58% a razéo leucotrienos-prostaciclina das células in vitro e 52% das células in
vivo. Os autores sugerem que quantidades significativas de flavondides podem
alterar favoravelmente a sintese de eicosandides em humanos, fornecendo hipdteses
plausiveis para 0 mecanismo que diminui a agregacdo plaquetaria (Schramm et al.,

2001).

Vitamina E

Especificamente, a fracdo a-tocoferol é um das mais importantes antioxidantes nas
células para protecdo da injaria oxidativa. Desse modo a vitamina E atua na
prevencdo da lipoperoxidacdo das membranas biologicas (lbraim et al., 1999,
Mahan, 2005). Segundo o estudo de John et al., 2001, o tratamento com vitamina E
reduz a lipoperoxidacdo em ratos intoxicados e as atividades da SOD, CAT e GSH

aumentaram em ratos intoxicados com pesticidas. Outro estudo realizado por
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MacDonald-Wicks & Garg, 2003, apresentou evidéncias do papel antioxidante da

vitamia E em ratos, em situacéo de estresse.

1.6 Propriedades pro-oxidantes e agdo farmacoldgica

Em linhas gerais, atividade pré-oxidante estd relacionada a capacidade de uma
molécula, um metal de transicdo, ou qualquer mecanismo molecular em exacerbar um
processo oxidativo (Decker, 1994) diversos compostos estdo descritos na literatura
cientifica que apresentam tanto propriedades antioxidantes como com propriedades pro-
oxidantes, sejam eles de origem sintética, vegetal ou até mesmo enddgeno. Outro ponto
ainda mais relevante neste contexto é que ser pro-oxidante ndo significa necessariamente
algo deletério ao organismo e € comum que tal propriedade esteja relacionada aos efeitos
farmacoldgicos de muitas substancias. Por exemplo, Duarte-Almeida et al, 2006
demonstraram que o acido ascorbico no sistema p-caroteno/acido linoléico apresenta
atividade pro-oxidante e esta foi proporcional a sua concentracdo. ISso ocorreu porque 0
acido ascorbico, apos doar os dois hidrogénios redutores, ficou passivel de receber elétrons,
devido ao radical ascorbila formado, que € um agente oxidante (Bors et al. 1997;
Hassimoto et al. 2005).

Uma outra substancia enddgena com atividade pro-oxidante relatada é o a-
cetoglutarato, o qual é capaz de induzir um significativo aumento na producdo basal de
TBARS no modelo desoxirribose/peréxido de hidrogénio. Lambert et al., 2010
demonstraram que a atividade pré-oxidante da Camellia sinencis (Cha-verde), esta
relacionada com a apoptose e citoxicidade de células tumorais de camundongos quando
submetidos a este tratamento. Corroborando com este estudo, Bejarano et al, 2010

demonstraram que a melatonina possui uma capacidade pré-oxidante, cujo efeito esta
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associado a uma citoxicidade e efeitos pré-apoptéticos em tumores humanos de células
mieldides HL-60. Suphim et al. 2010 demonstraram, em seus estudos, que a curcumina
também apresenta caracteristicas pro-oxidantes e estas propriedades estdo diretamente
relacionadas ao extenso estresse oxidativo que culmina em efeitos pro-apoptéticos e
citotoxicos em células tumorais de cancer biliar. As antocianinas aciladas extraidas do
rabanete vermelho possuem propriedades pré-oxidantes que podem causar um aumento no
dano oxidativo celular em DNA, devido ao acimulo de EROs e uma subseqliente apoptose,
podendo assim diminuir o metabolismo de células cancerigenas. Ahmad et al., 2007
observou que o tratamento de células leucémicas com resveratrol (4-8uM) inibiu a cascata
de ativacdo e fragmentacdo do DNA induzida pela incubagdo com H,0O,. Nestas
concentragdes, o resveratrol mostrou propriedades pro-oxidantes que foram evidenciadas
pelo aumento da concentracdo intracelular de radical anion superoxido.

Outra substancia com propriedades pro-oxidantes é a menadiona (vitamina Ks).
Nutter, em 1992, mostrou que a menadiona aumenta a geracdo de radical hidroxila nas
células do cancer de mama humano MCF-7, provocando quebra da dupla hélice do DNA
nestas células. Foram propostos dois mecanismos de acdo primarios para explicar a
citotoxidade da vitamina Ks. Um € o estresse oxidativo atraves da cascata de oxirreducéo
da estrutura das quinonas, gerando espécies reativas toxicas de oxigénio e o outro
mecanismo é pela arilacdo direta dos tiois intracelulares provocando drastica queda dos
niveis de glutationa e inibicdo de proteinas dependentes de sulfidrila. A vitamina K3 gera
semiquinonas, radical anion superdxido e H,O,, provocando deplecdo da glutationa,
peroxidacao lipidica e clivagem do DNA (Gant et al., 1988)

A vitamina C e a vitamina K3 administradas na razdo de 100:1 exibem atividade

antitumoral sinérgica e preferencialmente matam as células tumorais por autocrise (Jamison
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et al., 2001) Esta combinagdo de vitaminas induz o bloqueio da diviséo celular na fase
G1/S, diminui a sintese de DNA, aumenta a producdo de radical &nion superdxido e de
H.0,, diminui severamente os niveis de glutationa e de outros tidis celulares. Neste interim,
ocorre aumento de 8 a 10 vezes na quantidade intracelular de célcio ionizado. As vitaminas
Ks e C aumentam o estresse oxidativo até ele se sobrepor a defesa antioxidante enddgena
incluindo a glutationa. Neste momento, ocorre a liberagcdo de célcio ionizado o qual ativa a
DNAase dependente de célcio que provoca a clivagem de DNA (Noto et al., 1989;
Gilloteaux et al., 1998)

No contexto acima, a vitamina C, que é um classico agente antioxidante, também
apresenta atividade pro-oxidante. Osieck et al., 2010 estudaram a agéo intra e extracelular
da suplementacéo de acido ascorbico em celulas de leucemia mieldide KG1la durante um
periodo de cultura de 24 horas apds adicdo do mesmo. Em 24 horas, observaram que a
suplementacdo com vitamina C até 250uM, apresentou atividade intracelular antioxidante.
Entretanto, quando estas mesmas culturas foram avaliadas em 2 ou 4h foi observado uma
atividade pro-oxidante nas concentracfes mais elevadas de AA (> 100uM), indicando que
o resultado foi tempo-dose-dependente. Paradoxalmente, observaram que a atividade pro-
-oxidante intracelular e da atividade antioxidante extracelular podem ocorrer
simultaneamente. Eles sugeriram que estes resultados indicam que a “exata” atividade da

suplementacdo de vitamina C varia em funcdo da dose, tempo e localizacéo celular.

1.7 Inflamagdo, NADPH oxidase e apocinina
Pode-se afirmar que ainda ndo se dispbe de um do farmaco anti-inflamatério e

analgésico ideal, com efeitos colaterais minimos e que seja realmente eficaz para os fins
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que se aplicam. Atualmente utiliza-se tanto corticoides, opidides, inibidores da
ciclooxigenase-2, antidepressivos triciclicos, anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES). .
Na terapéutica classica, os AINES (salicilato, ibuprofeno, naproxeno, dipirona, piroxicam,
entre outros) e opidides (morfina e seus derivados) ainda sdo os mais utilizados na clinica
médica. Os AINES constituem um grupo heterogéneo de moléculas com propriedades anti-
inflamatorias, analgésicas e antipiréticas eficazes, mas infelizmente, com alta incidéncia de
diminuicdo da sintese de prostaglandinas (Vane, 1995., Khan & Dionne, 2002). Os
principais efeitos adversos dos AINES séo: hemorragias, irritacdo e Ulcera gastrica, faléncia
renal e hepatica, reagcdes cutaneas, agranulocitose e crises asmaticas. Da mesma maneira,
embora 0s opidides sejam muito efetivos, principalmente na dor aguda, sua utilizacdo é
limitada pelo fato dessas drogas apresentarem muitos efeitos adversos como constipacao,
nauseas, vomitos, bronco-constricdo e depressdo respiratoria (Mc Queen, 1983). Além
disso, a tolerancia aos opidides se instala rapidamente e a dependéncia fisica € visivel apos
poucos dias de tratamento (Nestler, 1993).

Neste sentido, com o entendimento cada vez mais avancado da fisiopatologia dos
processos inflamatorios, tem-se sugerido outros niveis de atuacdo ou estratégias na busca
de novos farmacos anti-inflamatorios, dirigidos ao controle de mecanismos especificos
relevantes a resposta inflamatoria. Assim, considerando a presenca e relevancia da
NADPH-oxidase em diversos tecidos e sua ligacdo com varias doencas de origem
inflamatdria, esta passou a ser considerada um alvo terapéutico. Dentro deste contexto,
surge a apocinina. Trata-se do composto 4-hidroxi-3-metoxiacetofenona, também
conhecido como acetovanilona e que foi originalmente isolado de uma planta nativa do

Himalaia, a Picrorzia kurroa, sendo utilizada na medicina popular para asma, ictericia e
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problemas no figado e coracéo.Simons et al., 1990, isolaram a apocinina e observaram que
ela atuava como inibidor do complexo NADPH oxidase e também possuia propriedades
anti-inflamatorias.Desde entdo, a apocinina é amplamente utilizada em modelos
experimentais in vivo e in vitro como um potente e ndo tdxico inibidor da ativacdo do
complexo multienzimatico NADPH oxidase em fagdcitos e células endoteliais (Muijsers et
al., 2000;Worm et al., 2001). Uma réapida busca em bases de dados especializadas mostrara
que a maioria dos trabalhos que utilizam a apocinina, o fazem quando querem evidenciar o
envolvimento do complexo NADPH oxidase em processos e/ou vias de sinalizacdo celular.
Como exemplo, pode-se citar o efeito da apocinina na asma e outras doengas respiratorias e
que pode estar relacionado a inibicdo da formacdo de peroxinitrito (Peters et al., 2001).
Outro estudo demonstrou que a administracdo oral de apocinina causou um efeito protetor
sobre a cartilagem de camundongos em modelos de artrite induzida por zymosan (Houggee
et al., 2005). Em modelos de isquemia/reperfusdo e lesdo pulmonar, a administracdo de
apocinina diminui significantemente a atividade da NADPH oxidade, o nivel de superoxido
e atenua o nimero de infartos (Tang et al., 2007). Outros modelos onde a apocinina tem
sido utilizada incluem aterosclerose (Holland et al., 1997), alergia (Muijers et al., 2001),
isquemia (Paterniti et al., 2010), osteoartrite e artrite reumatoide (Lafeber et al., 1999),
hipertensdo (Taylor et al., 2006) e cancer (Kless et al., 2006).

No que diz respeito ao mecanismo de acdo da apocinina, embora este ndo esteja
totalmente provado, parece envolver a metabolizacdo da mesma por meio da acdo catalitica
da enzima mieloperoxidase e a consequente geracao de um produto dimérico. Este Gltimo
impediria a agregacdo e translocacdo para a membrana dos componentes citossolicos do

complexo NADPH oxidase (Barbieri et al., 2004).
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No entanto sdo crescentes as duvidas sobre a sua eficacia e seletividade no que diz
exatamente no fato de que hd a necessidade de metabolizagdo da mesma por pela
mieloperoxidase, pois celulas ndo fagociticas ndo possuem esta enzima e assim ndo
poderiam ser ativadas como descrito acima. Recentemente Wind et al. 2010 comparou a
atividade inibitéria de NADPH oxidase da apocinina, com outros compostos como o
difenileno ioddnio (DPI), fluoreto de 4-(2-aminoetil)benzossulfonila (AEBSF) e também o
triazol de pirimidina (VAS3947). O estudo consistiu em detectar a formagdo de EROs em
células A7r5 de ratos e células humanas HL-60. Neste trabalho, o autor conclui que a
apocinina e o DPI ndo foram tdo especificos em inibir a NADPH oxidade se comparado ao
AEBSF e VAS3947.

Outro ponto que chama a atencdo em relacdo a apocinina como molécula simples e
de grande potencial de aplicagdo como anti-inflamatorio é a sua semelhanca com moléculas
como a vanilina e o acido vanilico. Apesar da grande semelhanca estrutural entre a
apocinina e 0os compostos citados, estes Ultimos ndo sdo utilizados como inibidores do
complexo NADPH oxidase em modelos experimentais. Para nds isso é realmente
surpreendente, pois a vanilina (esséncia de baunilha) é uma substancia extremamente
utilizada, inclusive como aditivo em alimentos. Adicionalmente, Worm Der et al. 2001
observaram que a capacidade inibidora da producdo de superdxido por neutréfilos
estimulados era praticamente a mesma para a apocinina e a vanilina. Este mesmo trabalho

demonstrou que o &cido vanilico, por sua vez, foi pouco efetivo como inibidor.
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1.8 Atividade pré-oxidante da apocinina.

A apocinina, que como descrito acima, € utilizada como inibidora da ativacdo do
complexo NADPH oxidase e tem sido relatada também como uma substancia com acéo
pré-oxidante. Por exemplo, estudos recentes reportam que a apocinina inibe a fosforilacao
de Akt levando a supressdo de metéastase em cancer de pulmdo Os autores também
demonstraram que a apocinina inibiu a atividade enzimética da fosfoinositideo 3-quinase. A
apocinina diminui a razdo da glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG) em mondcitos
estimulados por zimosan opsonizado (Barbieri et al., 2004). Em células gliais, a apocinina
induz um aumento significante nos niveis de malonodialdeido, lactato desidrogenado,
peréxido de hidrogénio e diminui a razdo GSH/GSSH de uma maneira dose-dependente
(Riganti et al., 2006). Em fibroblastos vasculares, apocinina estimula a produgido de ROS
ao inves de inibir a producdo de anion superoxido (Vejraska et al., 2005). Em um estudo
recente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que radicais de apocinina sdo capazes de
oxidar diretamente GSH e induzir a formacdo de perdxido de hidrogénio (Ximenes et al.,
2008). Considerando os ja relatados efeitos farmacolégicos da apocinina, pode-se inferir
que esta caracteristica pro-oxidante possa estar de alguma forma relacionada a estes efeitos

benéficos, embora ainda ndo exista uma prova deste fato.
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2. Justificativa e Objetivos

A apocinina possui uma estrutura molecular relativamente simples se comparada
aos largamente conhecidos e estudados produtos de origem vegetal como acidos fendlicos e
flavonoides. No que diz respeito a sua capacidade antioxidante, ela pode ser considerada
deficiente se comparada aos mesmos. Como neste projeto pretende-se estudar substancias
capazes de inibirem processos oxidativos deletérios as células, seria natural imaginar que a
capacidade de neutralizar radicais livres da mesma fosse de grande relevancia. E justamente
este paradigma que é quebrado pela apocinina, pois trata-se de uma das substancias mais
utilizadas quando o objetivo € inibir o complexo multienzimatico NADPH oxidase, mesmo
ndo possuindo um potencial antioxidante relatado e como descrito nas secdes precedentes,
mostrando-se pro-oxidante em alguns modelos experimentais. Deve-se destacar que a
mesma ¢ considerada um inibidor do complexo NADPH oxidase ¢ ndo um “scavenger” do
radical anion superoxido, propriedade esta, que poderia ser melhor desempenhada pelos
antioxidantes citados acima como acido fenolicos e flavonoides. Esta caracteristica especial
da apocinina é ainda reforcada quando se compara a sua estrutura molecular com os
compostos correlatos vanilina e &cido vanilico (Figura 1). Como pode ser notado, trata-se
de moléculas muito semelhantes, porém a vanilina e acido vanilico ndo sdo normalmente
utilizados como inibidores do complexo multienzimatico NADPH oxidase. Outro ponto
que chama atencdo para a apocinina € que, a despeito das controvérsias sobre sua
seletividade e poténcia como inibidora do complexo multienzimatico NADPH oxidase, séo
crescente as aplicacdes farmacoldgicas que tem surgido para a apocinina, e muitas vezes,
ou na maioria das vezes, ndo se pode afirmar de forma categorica que estejam relacionados
Unica e exclusivamente a inibicdo do complexo NADPH oxidase. Assim, o que ha de tdo

especial na apocinina? Sua caracteristica como inibidora do complexo NADPH oxidase as
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outras propriedades anti-inflamatérias e/ou analgésicas? Estariam estes efeitos também
relacionados as caracteristicas anti ou pré-oxidante da apocinina? Dentro deste contexto,
temos como objetivos especificos para este projeto:
1- Estudar e comparar as propriedades quimicas antioxidantes e pré-oxidantes dos
metdxi-catecois apocinina, vanilina e acido vanilico.
2- Avaliar o potencial efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo dos mesmos em
modelos in vivo.
3- Avaliar se existe correlacdo entre os itens precedentes e caracterizar 0s possiveis

mecanismos de acao.

HO HO HO
OCHs OCHs OCHs

apocinina vanilina acido vanilico

Figura 1. Estrutura quimica da apocinina e correlatos.
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3- Material e Métodos

3.1 Animais

Os animais utilizados nos experimentos foram camundongos albinos sui¢cos machos
(25-40 g) e ratos albinos suicos machos de 200-250 g provenientes do Biotério Central da
UNESP/Botucatu e transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia do
Instituto de Biociéncias, onde foram mantidos sob condi¢Ges controladas de temperatura,
luminosidade, umidade e dieta, por um periodo de sete dias antes da realizacdo dos
experimentos. Todos os experimentos obedeceram aos protocolos experimentais aprovados,
previamente, pelo Comité de Etica Experimental de Animais, do Instituto de Biociéncias,

UNESP, Campus de Botucatu-SP (Protocolo 222).

3.2 Reagentes Quimicos

Apocinina, vanilina, acido vanilico, capsaicina, mentol, cinamaldeido, glutamato,
WAY 100635, ondasetron peroxidase de raiz forte (horseradish peroxidase, HRP),
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), L-arginina, éster metilico de N-
Nitro-L-arginina, (L-NAME), p-clorofenilalanina (PCPA), acido
dietilenotriaminopentacético (DTPA), rifampicina, carragenina, catalase, acido 5.,5’-
ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB), glutationa (GSH), glutationa oxidada (GSSG), aldeido
orto-ftalico (OPA), N-etilmaleimida (NEM), cloridrato de 2,2-azobis(2-amidinopropano)
(AAPH), 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH), piramina, trolox e dodecilsulfato de sodio
(SDS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Piroxicam
foi adquirido da Feldene Laboratdrios (Pfizer Ltda). O peroxido de hidrogénio (H,0,) foi

preparado por diluicdo de uma solucdo 30% e sua concentracdo determinada por sua

Castor, LRG Pdgina 41



Propriedades Quimicas e Farmacoldgicas da Apocinina e Correlatos

absorcdo em 240 nm (¢ = 43.6 M™ cm ™). Todos os reagentes utilizados para a preparacéo
de tampdes e solucBes em geral foram de grau analitico. Os solventes para preparacdo de
fases moveis foram de grau cromatogréfico. A purificacdo da &gua para preparacdo dos
reagentes e solucdes foi realizada por osmose reversa (Quimis, SP, Brasil) seguido por

resina de troca idnica do sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA).

3.3 Oxidagado de glutationa por radicais gerados durante a oxidag¢do da apocinina
e compostos correlatos

Uma solugdo de GSH (1 mM) foi incubada com H,O; (100 uM) e HRP (0.1 uM) em
PBS a 37C° na auséncia (controle) ou presenca dos compostos em estudo (10 puM). As
reacOes foram iniciadas pela adicdo de H,0O, e finalizadas pela adicdo de catalase (10
pg/mL). A concentracdo remanescente de GSH foi quantificada como previamente descrito
por Yang et al., 2006, como segue: A mistura de reacdo (0,45ml) foi adicionado igual
volume de uma solucdo de Na,HPO, (300 mM) e 0,1 ml de uma solucdo de DTNB
(solugéo aquosa contendo 0.2 mg/ml DTNB e 1% de citrato de sddio). A absorbancia em
412 nm foi medida em relacdo ao branco contendo PBS (0,45 mL), Na,HPO, (0,45 mL) e
DTNB 0,1 mL. Uma curva analitica foi produzida utilizando padrées com concentracfes
conhecidas de GSH. As medidas foram realizadas utilizando um espectrofotometro UV-

Mini 1240 (Shimadzu, Japan).

3.4 Consumo de oxigénio durante a oxidacdo da apocinina e compostos correlatos
O consumo do oxigénio molecular dissolvido na mistura de reacdo foi medido

utilizando um monitor de oxigénio YSI 5300A (Yellow Spring, USA). A mistura de reacdo
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foi constituida por GSH (1 mM), HRP (0.1 uM) em PBS a 37C° na auséncia (controle) ou
presenca dos compostos em estudo (10 uM). A reacdo foi iniciada pela adicdo de H;0;

(100 pM) e o consumo de oxigénio foi monitorado por 5 minutos.

3.5 Oxidagado de grupos sulfidrila em albumina de ovo por radicais gerados
durante a apocinina e compostos correlatos

A clara de ovo foi utilizada como fonte de albumina. Os seguintes tampdes foram
preparados para preparacao da solucdo de albumina. Tampdao Tris-glicina constituido por
tris(hidroximetil)aminometano (0.1 M), glicina (0.1 M) e EDTA (4 mM). O pH foi ajustado
para 8.0. Este tampdo foi utilizado para preparagdo de uma solugdo 5% de SDS, o qual foi
denominado tampdo SDS-Tris-glicina; DTNB (4 mg/ml) foi preparado no tampéo Tris-
glicina. A solucdo de albumina foi preparada dissolvendo 1% da clara de ovo (p/v) em
SDS-Tris-glicina, centrifugada a 1000 x g por 5 minutos e coletado o sobrenadante para
analise.

Para a determinacdo da quantidade relativa de grupos sulfidrila na albumina de ovo,
misturou-se 500 ul do sobrenadante com 500 ul de SDS-Tris-glicina e 10 pl da solucéo de
DTNB. A mistura de reacdo foi incubada por 15 minutos a 40C° Na seqliéncia, a
absorbéancia da solucdo foi medida (412 nm) utilizando como branco o tampéo SDS-Tris-
glicina (Van der Planken et al., 2005).

Para testar a reatividade dos metdxi-catecois com os grupos sulfidrila da albumina,
0 sobrenadante descrito acima foi encubado com HRP (10 nM) e H,0, (10 uM) na auséncia
ou presenca dos compostos em estudo (10 uM) por 15 minutos. A concentracdo relativa de
grupos sulfidrila remanescentes foi medido como descrito acima. Um espectrofotdmetro

UV-Mini 1240 (Shimadzu, Japan) foi usado para as medidas de absorbancia nestes ensaios.
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3.6 Oxidag¢do de NADH por radicais gerados durante a oxidagdo da apocinina e
compostos correlatos

Uma solucdo de NADH (100 pM) foi incubada com H20, (10 uM) e HRP (10 nM)
em tampéo fosfato (10 mM) pH 7.0 onde foi acrescentado o quelante DTPA (50 uM) a
37C°. As reacOes foram realizadas na auséncia (controle) ou presenca dos compostos em
estudo (10 uM). A velocidade relativa de oxidacdo de NADPH foi medida pela variacao de
absorbancia a 340 nm (Galati et al., 2002). O branco foi constituido por tampéo fosfato e
metoxi-catecois (10 puM). Um espectrofotometro de grade de diodos HP8452 (Agilent,

USA) foi utilizado para avaliar a alteracdo espectral durante as reacoes.

3.7 Oxidagdo de trolox por radicais gerados durante a oxidagdo da apocinina e

compostos correlatos

Uma solucgéo de trolox (100 uM) foi incubada com H,0O, (50 uM) e HRP (10 nM)
em tampéo fosfato (10 mM) pH 7.0 onde foi acrescentado DTPA (50 uM) a 37C°. As
reacOes foram realizadas na auséncia (controle) ou presenca dos compostos em estudo (5
K1M). A velocidade relativa de oxidacao do trolox foi medida pela varia¢éo de absorbancia a
272 nm (Nunes Delicado et al., 1997). O branco foi constituido por tampdo fosfato e
metoxi-catecois (10 puM). Um espectrofotdmetro de grade de diodos HP8452 (Agilent,

USA) foi utilizado para avaliar a alteracao espectral durante as reaces.
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3.8 Oxidagdo da rifampicina por radicais gerados durante a oxidag¢do da

apocinina e compostos correlatos

Uma solucéo de rifampicina (100 puM) foi incubada com H,0, (100 uM) e HRP (10
nM) em tampéo fosfato 100 mM pH 5,5 a 25°C. As reagOes foram realizadas na auséncia
(controle) ou presenca dos compostos em estudo (50 pM). A velocidade relativa de
oxidacdo da rifampicina foi medida pela variagdo de absorbéancia a 472 nm (Santos et al.,
2005). O branco foi constituido por tampédo fosfato. Um espectrofotdmetro de grade de
diodos HP8452 (Agilent, USA) foi utilizado para avaliar a alteracdo espectral durante as

reacoes.

3.9 Redugdo do radical livre DPPH por apocinina e compostos correlatos

Os metoxi-catecois (50 pM) foram incubados em uma solucédo etandlica de DPPH
(100uM) por 60 minutos a temperatura ambiente e auséncia de luz. A absorbancia em 517
nm foi medida em relacdo ao branco (alcool etilico) (Campos et al., 2004). O trolox foi
utilizado como referéncia de substancia com reconhecido potencial antioxidante. A
atividade supressora dos metdxi-catecdis em DPPH foi calculada como segue:

% atividade supressora = ((Ac — Ai) / Ac) x 100, onde Ac é a absorbancia do DPPH
na auséncia das substancias em teste e Ai é a absorbancia de amostras onde 0s metoxi-

catecdis foram adicionados.
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3.10 Reatividade da apocinina e compostos correlatos com radicais peroxila

O composto fluorescente piranina (5 pM) foi incubado com AAPH (20 mM) em
PBS a 37°C na auséncia (controle) ou presenca dos metdxi-catecois. A decomposicao da
piranina foi monitorada pelo decaimento de sua fluorescéncia (hex 460 nm/ Aem 510nm)
(Campos et al., 2004). Foi utilizado um fluorimetro adaptado para leitura em microplacas
Spectramax M2 Microplate Reader (Molecular Devices, USA). O volume final da reacdo
foi 300 pl. A fase lag (retardo no decaimento da fluorescéncia) foi medida e correlacionada

a concentracdao dos compostos em estudo.

3.11 Avaliagdo do edema de pata.

Com a finalidade de avaliar a possivel atividade antiedematogénica dos compostos
em estudo (apocinina, vanilina e acido vanilico) foi utilizado o método de inducdo de
edema de pata em ratos Wistar pela carragenina (Winter & Risley, 1962). Os animais (n=6-
8) foram divididos em grupos: salina (controle), piroxicam (30 mg/Kg), apocinina, vanilina
e acido vanilico, todos na dose de 100mg/Kg. Os tratamentos (compostos testes, salina e
piroxicam) foram administrados por via oral, 1 hora antes da indu¢do do edema pela
injecdo subcutanea de 100 pl/pata de carragenina (1%) na regido subplantar da pata
posterior direita e 100 pl/ pata de salina estéril na pata esquerda. Nos tempos determinados
(1, 2, 3 e 4 horas ap0s o tratamento com o agente flogistico carragenina) fez-se a medicéo
de ambas as patas em um pletismémetro (Ugo, Basile) e o resultado foi expresso pela
diferenca de volume deslocado (ml) entre as patas submetidas a administracdo de

carragenina e salina (controle)
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3.12 Teste das contor¢cées abdominais

Este teste permite avaliar a atividade antinociceptiva de substancias que atuam em
nivel central ou periférico. A resposta nociceptiva foi induzida pela injecdo intraperitoneal
(i.p.) de &cido acético (0,8 % v/v) diluido em solucdo salina (Sal, 0,9 % de NaCl). Grupos
de camundongos foram pré-tratados por via oral com 0s compostos estudados: apocinina,
vanilina e &cido vanilcico, na dose de 100 mg/kg, salina (controle), piroxicam (30mg/kg,
v.0) como controle positivo, 1 hora antes da injecdo de solucdo de acido acético.Apds a
injecdo de &cido acético os camundongos foram colocados sob funis de vidro invertido com
espelho ao fundo e foram observados para a contagem do numero de contorgdes
cumulativamente durante 20 minutos.

As contor¢des abdominais consistem na contracdo da musculatura abdominal
juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores de acordo com o metodo descrito

anteriormente (Bentley et al., 1981).

3.13 Teste da placa quente.

O teste da placa quente foi utilizado para avaliar o tempo de laténcia sobre a placa
aquecida de acordo com o método descrito anteriormente por (Eddy e Leimbach, 1953),
com algumas modificacdes. Neste experimento, o aparelho de placa quente foi mantido a
54 + 1°C. Grupos de camundongos foram tratados via oral com 0s compostos estudados:
apocinina, vanilina e acido vanilico, na dose de 100 mg/kg, salina (controle) e morfina (5
mg/Kg s.c.) como controle positivo e apds 1 hora os animais foram colocados em um
cilindro de vidro com 24 cm de diametro, sobre a superficie aquecida. O tempo decorrido
entre a colocacdo do animal e o aparecimento das reac6es de balancar ou lamber as patas,

ou ainda de subir na parede do cilindro foi registrado e considerado como indice de
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laténcia. Um tempo maximo de 30s foi utilizado para prevenir possiveis danos teciduais
(tempo de corte). Cada animal foi testado antes da administracdo das drogas a fim de obter
uma resposta basal (laténcia basal) e foram utilizados somente animais que responderam a

placa dentro de 15 segundos.

3.14 Teste da retirada da cauda (tail-flick)

O teste da retirada da cauda (tail-flick) foi realizado de acordo com o método
descrito por D’amour e Smith (1941), com algumas modificacfes. Para medir a laténcia de
retirada da cauda, a ponta da cauda dos camundongos foi imersa em um banho-maria de
agua a 48°C + 0,5°C (estimulo térmico nociceptivo). Foi considerada resposta positiva o
movimento brusco de retirada da cauda, isto €, o0 movimento reflexo de origem espinal e
vigoroso. Um tempo tempo de corte de 15 segundos foi estabelecido para minimizar a
probabilidade de dano a pele. Grupos de camundongos foram tratados via oral com 0s
compostos estudados (100 mg/kg) e morfina (5 mg/Kg s.c.) como controle positivo e apos
1 hora foi realizado o experimento, sendo entdo cronometrado o tempo da laténcia da

retirada da cauda.

3-15 Hiperalgesia mecanica induzida pela carragenina (Cg)

Este método consiste em medir a sensibilidade dolorosa do animal. No dia do
experimento, os animais foram divididos em grupos: salina, piroxicam (30 mg/Kg), apocinina
nas doses de (100 mg/Kg), vanilina (100 mg/Kg) e acido vanilico (100mg/Kg). Os tratamentos

(composto teste ou salina) foram administrados por via oral, 1 h antes da indugdo do edema pela
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injecdo subcutanea de 100 pl/pata de carragenina (1%) na regido subplantar da pata posterior
direita ¢ 100 pl// pata de salina estéril na pata esquerda. Nos tempos determinados (1, 2, 3 e 4
horas ap6s o tratamento com o agente flogistico carragenina) fez-se a medicdo de ambas as
patas. A intensidade de hiperalgesia mecanica foi quantificada utilizando-se o aparelho Basile
Analgesimeter, pelo qual se exerce uma forga mecénica que aumenta linearmente, de acordo
com o0 método descrito por Randall & Sellito (1957). Uma pressdo é aplicada através de uma
peca conica de plastico com uma ponta de cupula, sobre o dorso da pata traseira do animal,
apoiada sobre uma plataforma.O aparelho é acionado, através de um pedal, para o inicio da
aplicacdo da forca mecénica. Esta pressdo aplicada na pata € interrompida quando o animal
exibe um reflexo de retirada da pata. O reflexo de retirada realizado pelo animal, demonstra para
0 experimentador o momento em que o aparelho Basile Analgesimeter deve ser desligado
(desacionado). Neste momento, registra-se a pressdo em gramas aplicada pelo aparelho,
suportada pelo animal. O limiar nociceptivo é definido como a forca em gramas aplicada a pata
do animal no momento em que este exibe o reflexo de retirada. E utilizado para determinar a
intensidade de hiperalgesia mecénica sendo quantificada como a diferenca (A) do limiar

nociceptivo da pata direita (com carragenina) com a pata esquerda (salina).

3.16 Teste da Formalina

O teste da formalina foi utilizado para caracterizar a dor aguda. Este modelo possui
uma resposta distinta (bifasica) de resposta de dor: Fase inicial: inicia-se logo apés a
administracdo de formalina e desaparece apds aproximadamente 5 minutos da aplicacdo do
agente nociceptivo. E uma fase indicativa de dor neurogénica (mecanismo central), a qual

sofre acdo principalmente de drogas tipos opidides. Fase tardia: inicia-se entre 15-30 min
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apos administracdo de formalina e permanece por cerca de 60 min. Esta fase ¢ indicativa de
dor inflamatoria e sofre acdo de drogas do tipo AINEs. Este experimento foi baseado nas
descricbes de Hunskaar & Hole, 1987, com algumas modificagcbes. Foram utilizadas
camaras de observacdo, que consistem em um cilindro de vidro com 20 cm de diametro
sobre uma superficie transparente de acrilico. Abaixo desta superficie, foi colocado um
espelho sob um angulo de 45° para uma melhor observacdo das patas dos camundongos.
Cada animal foi previamente colocado na camara por 5 minutos antes do tratamento para
permitir aclimatacdo com o novo ambiente. Os camundongos foram pré-tratados com o
controle (v.0.), piroxicam (30 mg/kg, v.0) e doses de 10 mg/Kg, 30 mg/Kg e 100 mg/Kg de
apocinina. Enquanto os outros grupos experimentais foram pré-tratados com o controle

(v.0.) piroxicam (30 mg/kg, v.0), vanilina e &cido vanilico somente na dose de 100 mg/Kg.

3.17 Participagdo do éxido nitrico, no efeito antinociceptivo da apocinina.

Em funcdo do importante papel do 6xido nitrico na dor e inflamacédo, avaliou-se a
sua participacdo na antinocicepcdo dos compostos estudados. Os camundongos foram pré-
tratados com L-arginina (substrato da sintese de NO) na dose de 500 mg/kg (i.p) 30
minutos antes dos tratamentos orais descrito anteriormente. Como um parametro do
controle da reversdo da antinocicepc¢do da substancia isolada, utilizou-se L-NAME (inibidor
da sintese de NO) 65 mg/kg, administrados via intraperitoneal 30 minutos apds a injecao de

L-arginina (Santos et al., 1999 e Santos et al., 2005 ).
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3.18 Participacdo do sistema serotonérgico, no efeito antinociceptivo da

apocinina.

Para avaliar a participacdo do sistema serotonérgico na atividade antinociceptiva
dos compostos estudados, os camundongos foram pré-tratados com PCPA (inibidor da
sintese de serotonina) na dose de 100 mg/kg, administrados via intraperitoneal, durante 4
dias consecutivos antes da realizacdo do teste da formalina descrito anteriormente. Para
investigar a participacdo dos receptores serotonérgicos mais especificos, os animais foram
pré-tratados pela via intraperitoneal com WAY 100635 — 0,1 mg/kg (antagonista 5-HT1,) -
e ondansetron - 0,5 mg/kg (antagonista 5-HT3a) 30 minutos antes do tratamento oral do
experimento da formalina como descrito anteriormente (Santos et al., 1999 e Santos et al.,

2005 ).

3.19 Nocicep¢do induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina em

camundongos

. O procedimento utilizado foi o descrito por Sakurada et al (1992), com pequenas
modificacdes (Santos e Calixto, 1997 a, b). Os animais foram tratados com veiculo (salina),
apocinina (100mg/kg, v.0), 30 min antes da injecdo de 20 ul de uma solucdo de PBS
contendo capsaicina (1,6 pg/pata). Em seguida, 0s animais foram colocados em caixas de
acrilico, e observados durante os 5 minutos subseqlientes. O tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com capsaicina foi cronometrado por

um periodo de 5 minutos e considerado com indice de nocicepcao.
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3.20 Nocicepgdo induzida pela injecdo intraplantar de cinamaldeido em
camundongos.

. Os animais foram tratados com veiculo (salina, v.0), apocinina (100mg/kg, v.0), 30
minutos antes da injecdo intraplantar de 20 uL da solucdo de cinamaldeido (10nmol/pata)
na pata posterior direita. O tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata
injetada com cinamaldeido foi cronometrado por um periodo de 5 minutos e considerado

com indice de nocicepcdo (Andrade et al., 2008).

3.21 Nocicepgdo induzida pela injecdo intraplantar de mentol em camundongos.

Os animais foram tratados com veiculo (salina, v.0), apocinina (100mg/kg, v.0), 30
minutos antes da injecdo intraplantar de 20 ul da solugdo de mentol (1,2umol/pata) na pata
posterior direita. O tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada
com cinamaldeido foi cronometrado por um periodo de 5 minutos e considerado com indice

de nocicepcao.

3.22 Nocicep¢do induzida pela injecdo intraplantar de glutamato em

camundongos.

Os animais foram tratados com veiculo (salina, 0,1ml/10g, v.0), apocinina (100
mg/kg, v.0), 30 minutos antes da inje¢do intraplantar de 20 ul da solugédo de glutamato (20
umol/pata) na pata posterior direita. O tempo que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada com cinamaldeido foi cronometrado por um periodo de 15

minutos e considerado com indice de nocicepcao.
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3.23 Anadlise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). A
significancia estatistica dos diferentes grupos foi determinada por ANOVA seguido pelo
teste de Dunnet para a analise dos grupos, para analise de dois grupos experimentais foi
utilizado o test T de “Student”. Foi considerada diferenca significativa de p < 0,05 e de de

p<0,01

4- Resultados (Estudos Bioquimicos)

4.1 Avaliagdo de Atividade Antioxidante (DPPH)

Inicialmente os potenciais antioxidantes da apocinina e de seus correlatos foram
avaliados por meio da capacidade dos mesmos como redutores do radical livre DPPH.
Trata-se de um método classico para avaliagdo de atividade antioxidante de substancias
puras e extratos vegetais e baseia-se na reatividade dos mesmos como o radical livre e
estavel DPPH, provocando o decaimento de sua absorbancia em 517 nm (Campos et al.,
2004). A Figura 2 esquematiza, de forma genérica, a reacdo entre um composto fendlico e o
radical livre DPPH. Assim, quanto maior a capacidade da substancia em estudo como
doadora de hidrogénio ou elétron ao DPPH, ou seja, promovendo a reducdo do mesmo,

maior serd a sua eficiéncia como neutralizador de radicais livres.
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Figura 2. Reacdo entre um composto fendlico qualquer e o radical livre DPPH.

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que 0s compostos aqui estudados
sdo relativamente pouco eficientes se comparados ao trolox, um derivado soluvel de
vitamina E largamente utilizado como referéncia de substancia com grande capacidade
antioxidante (Nunes Delicado et al., 1997). Os dados também mostram que, embora pouco

eficientes, entre os metdxi-catecois estudados, o acido vanilico foi o mais eficiente dos trés.

Tabela 1. Metoxi-catecois como redutores do radical livre DPPH

Reducdo de DPPH (%)
Apocinina 6.9+15
Vanilina 6.8 +0.7
Acido vanilico 23.2+48
Trolox 77.3+0.9

A concentragao dos antioxidantes foi 50 uM. Os resultados representam médias e desvio patrdo de triplicatas.

4.2 Avaliagado de Atividade Antioxidante (AAPH)
No intuito de comprovar os resultados obtidos utilizando o ensaio de reducdo de
DPPH, os compostos em estudos foram submetidos ao ensaio de avaliacdo antioxidante

baseado na capacidade dos mesmos em reduzir radicais peroxila. Neste ensaio analitico, o
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radical peroxila € gerado pela termdlise do azo composto AAPH e a monitoracdo de sua
formac&o se da pela oxidacdo da sonda fluorescente piranina, que tem como consequiéncia a
queda de sua fluorescéncia intrinseca. A Figura 3 apresenta a esquematizacdo da formacao
de radicais peroxila por meio da termdlise do azo composto AAPH. Também € mostrada a
acdo do mesmo sobre a sonda fluorescente piranina. Portanto, um bom neutralizador de
radicais livres serd aquela substancia capaz de competir com a piranina pelos radicais

peroxila e, desse modo, impedindo a sua degradacao.

NH
I H3C$ CH,4 l‘\‘lH
N ",
NS . _
N E—" . =
HZNA\\;( \N/Q/NHZ o 2 HZN/\/C—CH3 + N=N
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: > \ NaO3S.
O‘ SO3Na HoN s + s SO3Na
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OH o
Piranina Radical Piranina

(Composto fluorescente) (Composto sem fluorescencia)

Figura 3. Formagdo de radical peroxila pela termdélise de AAPH e interagdo com a sonda fluorescente
piranina.

Neste ensaio, a concentracdo e a eficiéncia de substancias antioxidantes sdo
avaliadas pela inibicdo na oxidacdo da piranina, que se revela por uma fase de atraso (lag)
na queda da fluorescéncia (Campos et al., 2004). Como pode ser observado na Figura 4, o

trolox (antioxidante de referéncia em nossos estudos) mostrou um efeito concentracéo-
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dependente na inducdo da fase Lag durante a oxidagcdo da piranina por radicais peroxila.
Por outro lado, e confirmando os resultados anteriores, 0s metdxi-catecois revelaram a sua
baixa capacidade antioxidante. Novamente, entre 0s mesmos, o &cido vanilico se mostrou

como melhor antioxidante.
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Figura 4. Perfil cinético de oxidacgdo de piranina por radicais peroxila e fase lag provocada pela adi¢éo

de metoxi-catecodis ou trolox. A reacéo controle consistiu de uma mistura de of 5 pM piranina, 20 mM
AAPH em PBS a 37°C. Os resultados representam médias de trés experimentos.

4.3 Propriedades Pro-oxidantes

Inicialmente deve-se esclarecer que a capacidade pro-oxidante de alguns compostos
fendlicos tem sido descrita na literatura cientifica (Galati et al., 2002). Especificamente no
contexto aqui empregado, refere-se a capacidade de alguns radicais fendlicos, gerados

como intermediarios durante as suas oxidacBes, em promover a oxidagdo de outras
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biomoléculas. Em outras palavras, atuam como co-catalisadores em processos oxidativos.
Esta propriedade contrasta com uma atividade puramente antioxidante, onde os mesmos
radicais se neutralizariam por posterior oxidacdo, dimerizacdo, etc. A Figura 5 mostra um

esquema diferenciando a acdo antioxidante e pro-oxidante no contexto aqui empregado.

Biomoléculas
oxidadas

Biomoléculas

Polifenol EROs P0|iieno|

OH Oe

Rota de atuacdo como
antioxidante (scavenger de EROs)

Polifenol oxidado e estavel

Figura 5. Esquema de atuacéo de polifendis como anti ou pro-oxidantes.

Para avaliar se 0s metOxi-catecOis aqui empregado poderiam apresentar
propriedades pro-oxidantes, visto que os mesmo foram fracos antioxidantes, lancamos méo
de sua série de técnicas onde, apds geracdo de radicais fenolicos intermediarios,
biomoléculas potencialmente alvos de espécies radicalares foram submetidas a acdo dos
mesmos. As biomoléculas e/ou modelos de biomoléculas utilizadas como possiveis alvos

da acdo pro-oxidante dos radicais livres dos metoxi-catecois foram: glutationa, ovalbumina,
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NADH, trolox e rifampicina, sendo que a razdo de suas escolhas serd esclarecida no
momento oportuno.

Outro ponto importante neste contexto € como gerar os intermediarios radicalares
dos metoxi-catecois. Para isso, lancamos mao do fato que estas moléculas podem ser
facilmente oxidadas por perdxido de hidrogénio e uma reacdo catalisada por HRP (Figura

6).

H,0, + HRP — HRP(1)

HRE() — +  HRP(I)

HO

OCH;
OCH;

apocinina apocinina radical

Figura 6. Geragdo de radicais livres de apocinina por meio de oxidac¢éo catalisada por HRP.

4.3.1 Propriedades Pro-oxidantes: Oxidag¢do de GSH

A glutationa (GSH) é um dos principais antioxidantes endégenos e presente em
altas concentragdes em todas as células. Aqui, 0 nosso objetivo foi avaliar se 0s metoxi-
catecOis poderiam exacerbar a sua oxidacdo. Os resultados apresentados na Figura 7
mostram que a presenca de uma concentracdo catalitica de apocinina ou vanilina, de fato,
exacerbou a oxidacdo de GSH, a qual é praticamente ndo reativa na auséncia destes metoxi-

catecOis. Como também pode ser observado, o &cido vanilico ndo demonstrou efeito pro-
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oxidante significativo. Nestes experimentos, a concentragdo remanescente de GSH foi

medida pela reducdo do reagente DTNB.

acido vanilico -
+ vanilina — #
+ apocinina — #
controle -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,3 0,5 0,8 1,0
GSHremanescente (mM)

Figura 7. Oxidacdo de GSH mediado por radicais de metdxi-catecois. A reacdo controle consistiu em
uma mistura de 1 mM GSH, 0.1 uM HRP, 100 uM H,O, Apocinina, vanilina e &cido vanilico foram
adicionados na concentragdo of 10 uM. Veja material e métodos para maiores detalhes. Os resultados
estdo apresentados como média e desvio padrao de triplicata. # p < 0,05, teste T de Student em relacéo
ao controle.

A oxidacdo de GSH leva a formacdo de sua forma oxidada GSSG como sera
discutido posteriormente. Por esta razdo, a formacdo de GSSG foi também mensurada
durante a oxidacdo. Como demonstrado na Figura 8, os resultados anteriores foram

comprovados, pois a presenca de apocinina ou vanilina promoveram a formacao de GSSG.
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Figura 8. Produgdo de GSSG durante a oxidagdo de GSH mediada por radicais metoxi-catecdis. A
reacdo controle consistiu de 1 mM GSH, 0.1 uM HRP, 100 uM H,0,. Quando presentes, apocinina,
vanilina e acido vanilico foram adicionados na concentracdo de 10 uM. O produto GSSG foi
derivatizado com 0.1% OPA e analisado por HPLC com deteccéo fluorescente. (i) padrdo GSSG 0,1
mM, (ii) reagdo controle, (iii) reagdo com apocinina, (iv) reagdo com vanilina e (v) reagdo com acido
vanilico.
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Outra reacdo quimica que pode ocorrer durante a oxidacdo radicalar de GSH é o
consumo do oxigénio dissolvido no meio de reacdo (Pichorner et al., 1995). Assim, para
reforgar os resultados acima, monitoramos o consumo de oxigénio decorrente dessas
reacoes. Como pode ser observado na Figura 9, apenas na presenga de apocinina ou

vanilina observou-se o consumo de oxigénio do meio.
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Figura 9. Consumo de oxigénio dissolvido durante oxidacdo de GSH mediada por radicais metdxi-
catecdis. A reacdo controle consistiu em uma mistura de 1 mM GSH, 0.1 uM HRP, 100 uM H202.

Quando presente apocinina, vanilina e acido vanilico foram adicionados na concentragdo de 10 uM. Os
resultados estdo apresentados como média e SD de triplicatas.
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A capacidade co-catalitica da apocinina e vanilina frente & oxidacéo de grupos tiois
também se estenderam aqueles presentes em proteinas (residuos de cisteina). Nestes
experimentos, a albumina de ovo foi oxidada na presenca ou auséncia dos metoxi-catecdis e
a concentracdo remanescente relativa de grupos SH livres na proteina mensurada pelo

reagente DTNB (Figura 10).

+ ac. vanilico H
+ vanilina L #
+ Apocinina L #
controle + L
controle - Ly
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0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

[Grupos Sulfidrila Remanescente]

Figura 10. Oxidac@o de grupos sulfidrilas of (SH) em ovalbumina mediada por radicais metdxi-
catécois. A reagdo consistiu numa mistura (positivo controle) de 1 % (w/v) ovalbumina, 0.01 pM HRP,
10 uM H,0,. Quando presente apocinina, vanilina e acido vanilico foram adicionados na concentragéo
de 10uM. Os resultados estdo apresentados como média e SD de triplicatas. # p < 0,05, teste T de
Student em relacéo ao controle positivo. Controle negativo refere-se a concentracéo relativa de grupos
sulfidrila antes da oxidacéo.
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A coenzima NADH também é susceptivel a oxidagdo por radicais livres. Assim,
considerando que a oxidagdo de NADH poderia ser facilmente monitorada pela queda de
sua absorbancia em 340 nm, avaliamos o efeito co-catalitico dos compostos em estudo
sobre a oxidacdo dessa coenzima. A Figura 11 mostra a queda na banda de absorbancia do
NADH quando adicionada a apocinina no meio de reacdo. Como mostra a Figura 12, a
adicdo de apocinina e vanilina provocaram um aumento significativo na velocidade de
oxidacdo de NADH. Neste modelo experimental, o acido vanilico também foi capaz de
exacerbar a oxidacdo, embora o seu efeito tenha sido inferior aos apresentados pela

apocinina ou vanilina.
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Figura 11. Alteragdo espectral durante a oxidacdo de NADPH mediada pelo radical apocinina. A
reacdo controle consistiu em uma mistura de 100 uM NADPH, 0.01 uM HRP, 10 pM H,0,. Quando
presente, apocinina foi adicionado na concentracdo de 10 puM. Os espectros foram obtidos num
intervalo de 30s.
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Figura 12. Oxidacdo de NADH mediada por radicais metdxi-catec6is. (A) Perfil cinético de oxidagao.
(B) velocidade relativa da oxidacdo de NADH. A reacéo controle consistiu numa mistura de 100 pM
NADH, 0.01 uM HRP e 10 uM H,0,. Quando presente apocinina, vanilina e &cido vanilico foram
adicionados na concentracgéo de 10 pM. Os resultados séo apresentados como média e SD de triplicatas.
#p <0,05, teste T de Student em relagéo ao controle.
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O proximo modelo estudado foi a oxidagdo de estruturas quinbnicas. O proprio
antioxidante trolox possui esta estrutura e também é susceptivel a oxidacdo por radicais
livres. Sua oxidacdo pode ser monitorada pelo decaimento na absorbancia em 272 nm

(Figura 13). Novamente ficou claro que a presencga de apocinina ou vanilina exacerbava a

oxidagéo (Figura 14).
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Figura 13. Oxidagdo do trolox mediada pelo radical apocinina. A reacgdo controle consistiu numa
mistura de 100 uM trolox, 0.01 uM HRP e 10 uM H,0,. Quando presente, apocinina foi adicionados na
concentracdo de 5 uM. Escaneamentos foram obtidos em intervalos de 30s.
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Figura 14. Oxidac&o de trolox mediado por radicais metoxi-catecdis. (A) Perfil cinético de oxidacéo (B)
Velocidade relativa da oxidacao do trolox . A reacdo controle consistiu numa mistura de 100 uM trolox,
0.01 uM HRP e 10 uM H,0,. Quando presente apocinina, vanilina e acido vanilico foram adicionados
na concentragdo de 10 puM. Resultados estdo apresentados como média e SD de triplicatas. Os
resultados estdo apresentados como média e SD de triplicatas. # p < 0,05, teste T de Student em relacéo

ao controle.
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No mesmo contexto, utilizamos o farmaco rifampicina, uma molécula com um
grupo hidroguinona cuja oxidacéo pode ser visualizada pelo decaimento de absorbancia em

470 nm. Novamente o efeito prd-oxidante foi verificado para a apocinina e vanilina

(Figuras 15).
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Figura 15. Oxidagdo da rifampicina mediada por metoxi-catecois. (A) Perfil cinético de oxidacao da
rifampicina. (B) Velocidade relativa da oxidacdo da rifampicina. A reacdo controle consistiu numa
mistura de 100 uM rifampicina, 0.01 uM HRP, and 50 uM H,0,in 0.1uM HRP, and 50 uM H,0, numa
mistura de 100 uM rifampicina, 0.01 uM HRP, and 50 uM H,0O, in 0.1 M tampéo fosfato pH 5.4.
Quando presente apocinina, vanilina e acido vanilico foram adicionados na concentragdo de 50 uM. Os
resultados estdo apresentados como média e SD de experimentos em triplicata. # p < 0,05, teste T de
Student em relacao ao controle.
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5- Discussdo (Caracteristicas Antioxidantes e Pré-oxidantes)

Embora existam controvérsias sobre a eficiéncia e seletividade, a apocinina continua
sendo a mais utilizada substancia inibidora do complexo NADPH oxidase em diversos
modelos experimentais e utilizando diferentes linhagens celulares (Stolk et al., 1994;
Lafeber et al., 1999; Hougee et al., 2006). Contudo, hd também crescentes evidéncias de
que a mesma apresenta propriedades pré-oxidantes no meio intracelular e que esta
caracteristica possa estar relacionada ao seu mecanismo de acdo e/ou efeitos toxicos
(Riganti et al., 2006 e Vejraska et al., 2005). Por estes motivos, esta primeira parte do
trabalho foi voltado ao esclarecimento das caracteristicas antioxidantes e pro-oxidantes da
apocinina e dos compostos correlatos vanilina e acido vanilico. Para isso, nossa premissa
béasica foi baseada no fato de que a apocinina € considerada uma pré-droga, a qual deve ser
ativada por oxidagéo para exercer seu efeito como inibidora do complexo NADPH oxidase
(Simons et al., 1990; Johnson et al., 2002; Barbieri et al., 2004). Adicionalmente, a
oxidacdo de compostos fendlicos tem sempre como intermediarios radicais fendxidos,
como € o caso da propria apocinina. Entdo seria possivel que este radical de apocinina
pudesse exercer caracteristicas pré-oxidantes. Vale lembrar que trabalhos anteriores do
nosso grupo de pesquisa ja haviam demonstrado esta caracteristica para a apocinina por
meio de sua interacdo com GSH (Ximenes et al., 2008). Portanto, 0 que buscavamos aqui
era verificar se este efeito pro-oxidante poderia se expressar frente a outras biomoléculas, e
como discutiremos a seguir, comparar a apocinina com as moléculas correlatas vanilina e
acido vanilico.

O termo “atividade pro-oxidante” ¢é genérico e indica a propriedade de uma

determinada substdncia, uma enzima, uma proteina, etc., em iniciar ou exacerbar um
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processo oxidativo. Varios estudos demonstram a atividade pré-oxidante de varias
substancias, como exemplos pode-se citar a Camellia Sinencis (Lambert et al., 2010),
melatonina (Bejarano et al, 2010), curcumina (Suphim et al; 2010) entre outras. Muitas
vezes, esta atividade pré-oxidante se correlaciona com suas propriedades como indutoras de
apoptose e necrose em diversas linhagens de células tumorais. Além disso, ndo é incomun
que classicas substancias antioxidantes possuam também caracteristicas pré-oxidantes
(Robaszkiewicz et al., 2007; Sandur et al., 2007; Bhat et al., 2006). Para compostos
fendlicos em geral, uma via pro-oxidante importante estd baseada na capacidade dos
radicais livres dos mesmos, gerados com intermediarios durante as suas oxidagdes, serem
capazes de propagar outra reacdo de oxidagédo. Por exemplo, um estudo recente demonstrou
que substancias fendlicas com potencial de oxidacdo menor do que 0.45 V atuam como
antioxidantes, enquanto compostos com valores acima de 0.45V podem apresentar efeitos
pro-oxidante (Simic” et al., 2007).

Neste contexto, nossos resultados indicam claramente que o radical de apocinina é
um auténtico exemplo de um composto fendlico cujas propriedades pré-oxidantes sdo
exacerbadas. Resultados similares foram obtidos para a vanilina, mas ndo para o &cido
vanilico. Como mencionado anteriormente, a diferenca entre estes compostos reside na
substituicdo na posicdo para no anel aromatico. Os grupos acetila e formila presentes na
apocinina e vanilina, respectivamente, sdo grupos classificados como retiradores de
elétrons. Por outro lado, o grupo carboxilato, presente no acido vanilico, é doadores de
elétrons (Vollhardt & Schore, 2004). Em geral, grupos retiradores de elétrons aumentam o
potencial de reducdo e grupos doadores de elétrons diminuem o potencial de reducéo.
Assim, se o potencial de reducdo destes compostos fendlicos determina se 0s mesmos

possuirdo caracteristicas antioxidantes ou pro-oxidantes como mencionado anteriormente
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(Semic” et al., 2007), entdo seria esperado que a apocinina e a vanilina pudessem apresentar
caracteristicas pro-oxidante mais exacerbadas do que o &cido vanilico, como de fato se
verificou. Por outro lado, coerente com esta proposta, o &cido vanilico se apresentou como
melhor antioxidante do que a apocinina e vanilina. No entanto, ndo podemos esquecer que
mesmo o &cido vanilico é relativamente pouco eficiente como antioxidante, o que foi
verificado por meio de sua comparagdo com o trolox.

Chamou a atencdo a capacidade dos radicais da apocinina e da vanilina em oxidar
tibis como GSH, cisteina e residuos de cisteina em ovalbumina. Como exemplo desta
caracteristica pode-se citar nosso resultado que mostrou que a adicdo de 10 uM de
apocinina no meio de reacdo foi capaz de promover a oxidacdo de 650 uM de GSH,
enquanto em sua auséncia, somente cerca de 90 uM GSH foi oxidado pelo sistema
HRP/H,0,. O tripeptideo GSH é o maior antioxidante endogeno em células de mamiferos e
a razdo GSH/GSSG é um reflexo direto do status redox celular (Jones et al., 2006). Assim,
os resultados aqui apresentados sugerem que se radicais de apocinina forem gerados no
meio intracelular, os mesmos levardo a deplecdo de GSH e a conseqlente alteracdo no
status redox celular, como previamente descrito (Ximenes et al., 2007., Schluter et al.,
2008; Heumiiller et al., 2008; Mora-Pale et al., 2009;). Adicionalmente, a oxidagédo de tiois
pode iniciar um ciclo redox que culmina com a producdo do radical anion superoxido,
amplificando os efeitos pro-oxidantes (Pichoner et al., 1995). Da mesma maneira, 0S
radicais de apocinina e vanilina foram capazes de oxidar estruturas quinénicas modelos
como o trolox e a rifampicina. Isto sugere que o mesmo poderia ocorrer com estruturas
quindnicas intracelulares como o carreador de elétrons na cadeia de transporte de elétrons a

coenzima Q (CoQ) e dessa maneira propagando o seu efeito pré-oxidante.
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Além de tiois e estruturas quindnicas, os radicais de apocinina e vanilina foram
capazes de exacerbar a oxidacdo da coenzima NADPH. Este efeito pode ter duas
consequéncias. Em primeiro lugar, a coenzima NADPH € o co-substrato do complexo
enzimatico NADPH oxidase. Assim, a sua oxidacdo pelos radicais de apocinina poderia
contribuir para o efeito inibitorio que a mesma exerce sobre este complexo. Em segundo
lugar, a oxidacdo de NADPH também poderia contribuir para o desbalanco redox das
células, pois além de depletar uma coenzima redutora essencial a manutencdo do status
redox, a propria oxidacdo de NADPH envolve o intermediario NADP- (NADP radical) que
também poderia iniciar um processo pro-oxidante pela reducdo do oxigénio molecular para
anion superoxido (Galati., 2002).

Um ponto que deve ser enfatizado, neste trabalho, é que a atividade pré-oxidante da
apocinina e da vanilina, aqui caracterizadas, esta relacionada as suas oxidagdes prévias, em
outras palavras, s@o os radicais gerados durante a sua oxidacdo € que sdo pro-oxidantes e
ndo as moléculas de apocinina e vanilina em suas formas reduzidas. Por outro lado,
considerando gque a apocinina passa por um processo de oxidacdo para exercer seus efeitos
(Johnson et al., 2002), pode-se supor que os seus radicais livres poderdo ser formados
qguando a mesma é utilizada em modelos experimentais in vitro e in vivo. Assim, a nossa
proposta é de que esta caracteristica pré-oxidante possa estar envolvida nos efeitos
biolégicos da apocinina.

Além disso, hd uma clara correlacdo entre a alteracdo do status redox celular e a
consequente ativacdo de fatores de transcricdo como o NFkappaB (Blasques et al., 1997).
Assim, a incubacdo de células com apocinina poderia ter como conseqliéncia a ativacao de
genes ligados a producéo e/ou inibicdo de citocinas pro-inflamatorias, proliferacdo celular,

apoptose, etc, caracteristicas que de fato tém sido demonstradas para a apocinina (Riganti et
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al., 2008; Ceravolo et al., 2007; Paterniti et al., 2010). Deve-se ressaltar que estes efeitos
ndo estdo necessariamente ligados a inibicdo do complexo NADPH oxidase, 0 que expande
as possibilidades de aplicacdes da apocinina. De fato, esta caracteristica foi a base para 0s
nossos estudos de aplicagéo da apocinina e seus correlatos em modelos de inflamacéo e dor
e que serdo discutidos na proxima secdo deste trabalho. No esquema abaixo apresentamos

nossas propostas para 0s possiveis efeitos pré-oxidantes da apocinina (Figura 16).

(o] (o]
MPO/H,0, H0;
HO O T,
OCHs OCHs GSSG + Oy
GSH
0,
NADPH -
NADH Gs- , ©SSG
GSe
NADP «
NAD.
GSSG

Grupos hidroguinonas residuos SH em proteinas

Quinonas residuos SH oxidados

Figura 16. Caracterizacao da apocinina como molécula com caracteristicas pré-oxidantes.
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6- Resultados (Estudos Farmacolégicos)

6.1 Edema de pata

Nas figuras 17, 18, 19 e 20, estdo expressos o0s resultados da acdo
antiedematogénica dos compostos estudados (100 mg/Kg v.0.) Os valores indicam a

diferenca entre a média do controle negativo (salina), controle positivo (piroxicam

30mg/Kg) e a média dos grupos tratados.

=

o
J
|

Controle

e Piroxicam 30mg/kg

>

Apocinina 100mg/kg

Edema (ml

Tempo em Horas

Figura 17. Efeito antiedematogénico da apocinina (100mg/kg, v.0) no modelo de indugdo de edema de
pata, por carragenina. Test de Dunnet, os valores expressam a diferenga do volume da pata entre a
média do grupo controle negativo (salina), controle positivo (piroxicam 30mg/Kg e a média do grupo

tratado. Os resultados séo apresentados como médias (n = 6-8). Diferenga estatisticamente significante
em relagdo ao controle (p<0,05).
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Figura 18. Efeito antiedematogénico da vanilina (100mg/kg, v.0) no modelo de inducdo de edema de
pata, por carragenina. Test de Dunnet os valores expressam a diferenca do volume da pata entre a
média do grupo controle negativo (salina), controle positivo (piroxicam 30mg/Kg e a média do grupo
tratado. Os resultados sdo apresentados como médias (n = 6-8). "Diferenca estatisticamente significante
em relagdo ao controle (p<0,05).
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Figura 19. Efeito antiedematogénico do &cido vanilico (100mg/kg, v.0) no modelo de indugédo de edema
de pata, por carragenina. Teste de Dunnet os valores expressam a diferenca do volume da pata entre a
média do grupo controle negativo (salina), controle positivo (piroxicam 30mg/Kg e a média do grupo
tratado. Os resultados sdo apresentados como médias (n = 6-8). *Diferen(;a estatisticamente significante
em relagdo ao controle (p<0,05).
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Figura 20. Efeito antiedematogénico da apocinina, vanilina e do &cido vanilico (100mg/kg, v.0) no
modelo de inducdo de edema de pata por carragenina. Tste de Dunnet Os valores expressam a
diferenca do volume da pata entre a média do grupo controle negativo (salina), controle positivo
(piroxicam 30mg/Kg e a média dos grupos tratados. Os resultados sdo apresentados como médias (n =
6-8). *Diferenca estatisticamente significante em relag&o ao controle (p<0,05).
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6.2 Teste das contorg¢ées
Os resultados da Figura 21, demonstram que a administracdo da apocinina, vanilina
e acido vanilico, todos na dose de 100 mg/kg, v.o, inibiu as contor¢des abdominais

induzidas por &cido acético 0,6%.

TESTE CONTORCOES ABDOMINAIS

50 -
a5 -
40 - R E—
s BT
=
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2 25 -
20 -
15 - x X i
10 -
: W
0o . . . . ]

Controle Piroxican Apocinina Vanilina Ac. Vanilico

30mg/kg 100mg/kg 100mg/kg 100mg/ke

Figura 21. Avaliacéo do efeito antinociceptivo da apocinina, vanilina, acido vanilico todos na dose
de (100 mg/kg, v.0),no teste das contor¢des (tempo de laténcia em segundos). Teste de Dunnet as
barras representam os valores de média * erro padrao da média (n= 6-8). *Diferenca
estatisticamente significante em relacéo ao controle (p<0,05).
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6.3 Testes da placa quente e da retirada da cauda (Tail-Flick)

Os resultados da Figura 22 e da Figura 23 demonstram que a apocinina, vanilina e
acido vanilico, todos na dose de 100 mg/kg, v.0, ndo alteraram o periodo de laténcia tanto
no teste da placa quente quanto no teste de retirada da cauda. No entanto, o tratamento com
morfina (agonista ndo seletivo de receptores opidides, 5 mg/kg, s.c.) aumentou o periodo de

laténcia de resposta dos animais nos dois testes avaliados.

TESTE PLACA QUENTE

50 -

Tempo (s)

20 -

10 -

H N =

Controle Morfina Apocinina Ac. Vanilico Vanilina
100mg/keg 100mg/kg 100mg/keg

Figura 22. Avaliacéo do efeito antinociceptivo da apocinina, vanilina e &cido vanilico, todos na dose de
(100 mg/kg, v.0), no teste da placa quente (tempo de laténcia em segundos). Teste de Dunnet as barras
representam os valores de média + erro padréo da média (n = 6-8). *Diferenca significante em relagéo
em relagdo ao controle (p<0.05).

Castor, LRG

Pdgina 77



Propriedades Quimicas e Farmacoldgicas da Apocinina e Correlatos

TESTE RETIRADA DA CAUDA

¥

50 -

Tempo (s)

30 -

20 -

. H N =

Controle Morfina Apocinina Ac. Vanilico Vanilina

100mg/kg 100mg/kg 100mg/kg

Figura 23. Avaliacdo do efeito antinociceptivo da apocinina, vanilina e acido vanilico, todos na dose
de (100 mg/Kg, v.0), no teste da placa quente (tempo de laténcia em segundos). Teste de Dunnet as
barras representam os valores de média + erro padrdo da média (n = 6-8). *Diferenca significante
em relacdo em relacéo ao controle (p<0.05).

6.4 Teste da formalina

O teste da formalina consiste em duas fases distintas de nocicepc¢do. A primeira fase
(neurogénica) inicia-se imediatamente apos a injecdo da formalina, estendendo-se pelos
primeiros 5 min, enquanto a segunda fase, inflamatdria, ocorre entre 15-30 min.

A administracdo de apocinina, vanilina e acido vanilico administrados via v.o., na dose
de 100 mg/kg, ndo inibiram a fase neurogénica (Figura 24), mas inibiram
significativamente a segunda fase, ou seja, a fase inflamatdria da nocicepcdo induzida

pela formalina (Figura 25).
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Figura 24. Avaliacéo do efeito antinociceptivo da apocinina, vanilina e &cido vanilico (100mg/Kg, v.0)
no teste da formalina (fase neurogénica). As barras representam os valores de média * erro padréo da
média (n= 6-8). *Diferenca estatisticamente significante significante em relagédo ao controle (p<0,05).
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Controle Piroxican Apocinina Vanilina Ac. Vanilico
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Figura 25. Avaliacéo do efeito antinociceptivo da apocinina, vanilina e acido vanilico (100mg/Kg, v.0)
no teste da formalina (fase inflamatoria). Teste de Dunnet ass barras representam os valores de média
+ erro padrdo da média (n= 6-8). *Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle
(p<0,05).
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6.5 Hiperalgesia mecdanica induzida por carragenina

A hiperalgesia foi induzida pela injecédo intraplantar de carregenina (100ul) na pata
posterior direita e as medidas da sensibilidade dolorosa foram avaliadas nos seguintes
tempos: 1h, 2h, 3h e 4h. Nossos resultados demonstram que 0os compostos estudados foram

capazes de diminuir a hiperalgesia em relagédo ao controle, principlamente na terceira hora

20-
e Controle

B Piroxicam 30mg/Kg

15- A apocinina 100mg/Kg

A Intensidade de hiperalgesia (g)
=
o

0 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5

Tempo (horas)

Figura 26. Avaliacdo antinociceptiva da apocinina (100 mg/kg, v.0) na hiperalgesia mecéanica. Os
valores expressam a diferenca da hiperalgesia entre a media do grupo controle positivo (salina) e a

média do grupo tratado. Os valores representam a média + erro padrdo da média (n=6-8). Diferenca
estatisticamente significante em relagéo ao controle (p<0,05).
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Figura 27. Avaliacéo antinociceptiva da vanilina (100 mg/kg, v.0) na hiperalgesia mecanica. Os valores
expressam a diferenca da hiperalgesia entre a média do grupo controle positivo (salina) e a média do
grupo tratado. Os valores representam a média + erro padrdo da média (n = 6-8). "Diferenca
estatisticamente significante em relacéo ao controle (p<0,05).
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Figura 28. Avaliacdo antinociceptiva do acido vanilico (100 mg/kg, v.0) na hiperalgesia mecanica. Os
valores expressam a diferenca da hiperalgesia entre a média do grupo controle positivo (salina) e a
média do grupo tratado. Os valores representam a média + erro padréo da média (n = 6-8). "Diferenca
estatisticamente significante em relagéo ao controle (p<0,05).
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Figura 29. Avaliacdo antinociceptiva da apocinina, vanilina e do acido vanilico, todos na dose de (100
mg/kg, v.0) na hiperalgesia mecanica. Os valores expressam a diferenca da hiperalgesia entre a média
do grupo controle positivo (salina) e a média do grupo tratado. Os valores representam a média + erro
padrdo desvio padrdo da média (n = 6-8). "Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao

controle (p<0,05).
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6.6 Estudo dos possiveis mecanismos de ag¢do da apocinina

6.6.1 Avaliacao da participagdo de éxido nitrico (NO)

Deste ponto em diante e em virtude dos resultados semelhantes obtidos para as trés
substancias utilizadas, da maior relevancia para os achados para apocinina e pela escassez
de tempo para conclusdo do projeto, resolvemos centralizar nossos esforgos

especificamente na apocinina.

Para investigar o possivel papel do 6xido nitrico (NO) no mecanismo de acédo
antinociceptiva deste composto, foi utilizado a L-arginina, substrato para sintese de NO, e
também o L-NAME, inibidor da NO sintase, a fim de verificar possivel reversdo da acéo
antinociceptiva da apocinina. O L-NAME foi utilizado como um pré-tratamento na dose de
65 mg/Kg antes da administragdo oral da apocinina (100 mg/Kg). Os resultados
apresentados (Figura 30) mostram que na fase inflamatdria, observou-se uma acdo anti-
nociceptiva do L-NAME, enquanto que o efeito antinociceptivo da apocinina, quanto
administrada posteriormente ao tratamento com L-NAME, ndo provocou alteracdo se

comparado ao resultado na auséncia de L-NAME.

Ainda na Figura 30 estdo demonstrados os ensaios utilizando L-arginina (substrato
para sintese de NO). Sendo assim, foi realizado um pré-tratamento dos animais, com L-
arginina, na dose de 500 mg/kg (via i.p) 30 minutos antes da administracdo oral da
apocinina (100 mg/kg). Os resultados mostram que L-arginina reverte o efeito
antinociceptivo do L-NAME, mas ndo reverteu o efeito antinociceptivo da apocinina. Na
fase neurogénica do teste da formalina, ndo houve diferenca significativa em nenhum dos

grupos avaliados acima (ndo mostrado).
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Figura 30. Avaliacdo da participacdo do éxido nitrico na atividade antinociceptiva da apocinina (100
mg/kg, v.0) no teste da formalina. As barras representam os valores de média + erro padrdo da média
(n=6-8). *Diferenca estatisticamente significante em rela¢édo ao controle (p<0,05).

6.6.2 Avaliacdo da possivel participacdo do via serotoninérgica

Para o estudo da via serotoninérgica, foi realizado um pré-tratamento durante
quatro dias com o PCPA (inibidor da triptofano hidroxilase), interferindo assim, na sintese
e guantidade de serotonina liberada pelo neurdnio pré-sinaptico. Na fase neurogénica ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos (ndo mostrado). Por outro lado, na fase
inflamatdria observamos que o pré-tratamento o PCPA na dose de 45 mg/kg, i.p reverteu

completamente o efeito antinociceptivo da apocinina.
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Tempo (s)

Controle Apocinina 100mg/kg PCPA Apo/PCPA

Figura 31. Avaliagdo da participacdo do sistema serotoninérgico na atividade antinociceptiva da
apocinina (100 mg/kg, v.0), no teste da formalina. Teste de Dunnet as barras representam os valores de
média = erro padrdo da média (n= 6-8). respectivos grupos controles. *Diferenga estatisticamente

significante em relagéo ao controle (p<0,05).
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6.6.3 Avaliagcdo da possivel participagdo dos receptores 5HT-; e 5HT-3 na

atividade antinociceptiva da apocinina

Afim de aprofundarmos nosso estudo, sobre o sistema serotoninérgico, fomos
avaliar a participacdo dos receptores 5HT-; e 5HT-3, através do teste da formalina
utilizando antagonistas seletivos para estes receptores sendo o WAY 100635 para o
receptor 5HT-; e 0 onadasetron para o receptor 5HT-3. Nossos resultados (Figura 32 e 33)
demonstraram que tanto na fase neurogénica (ndo mostrado), como na fase inflamatdria ndo
houve diferenca estatistica entre 0s grupos. Pois 0 pré-tratamento com ambos antagonistas,

ndo foram capazes de reverter o efeito antinociceptivo da apocinina.

Tempo (s)

Controle Apocinina 100mg/kg  Salina e WAY 100635 Apocinina e WAY
100635

Figura 32. Avaliacdo da participagdo do receptor 5H-; na atividade antinociceptiva da apocinina (100
mg/kg, v.0) no teste da formalina. Teste de Dunnet as barras representam os valores de média + erro
padréo (1&1 média (n= 6-8). Ac¢do antinociceptiva em relacdo aos seus respectivos grupos
controles. Diferenca estatisticamente significante em relagao ao controle (p<0,05).
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Tempo (s)
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Controle Apocinina 100mg/kg  Salina e Ondasetron Apocinina 100mg/kg e
Ondasetron

Figura 33. Avaliagdo da participagdo do receptor 5HT-; na atividade antinociceptiva da apocinina (100
mg/Kg, v.0) no teste da formalina. Teste de Dunnet as barras representam os valores de média +

padrdo da média (n= 6-8). *Diferenga estatisticamente significante em relacéo ao controle (p<0,05).

Pdgina 87

Castor, LRG



Propriedades Quimicas e Farmacoldgicas da Apocinina e Correlatos

6.6.4 Efeito da apocinina na nocicepg¢do induzida pela inje¢do intraplantar de
capsaicina

Com o objetivo de avaliar se na antinocicep¢cdo promovida pela apocinina ha o
envolvimento dos receptores TRPV1, utilizamos a capsaicina que é uma agonista deste tipo
de receptor. Foi injetado (20uL, i.p.l) de capsaicina (1,6/pata).

A figura 34 mostra que a administracdo via oral da apocinina (100 mg/kg) reduziu a

nocicepc¢ao induzida por capsaicina.

Tempo (s)

Controle Apocinina 100mg/kg

Figura 34. Avaliacdo do efeito antinociceptivo da apocinina (100 mg/kg, v.0) na nocicepc¢éo induzida
pela injecdo intraplantar de capsaicina. Teste T de Student (p<0,01). As barras representam os valores
da média + erro padrdo da média (n= 6-8). *Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao

controle
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6.6.5. Efeito da apocicinina na nocicep¢do induzida pela inje¢do intraplantar de

cinamaldeido

Com o objetivo de avaliar se na antinocicepcdo promovida pela apocinina ha o
envolvimento dos receptores TRPAL, utilizamos o cinamaldeido que é uma agonista deste

tipo de receptor. Foi injetado (20pL, i.p.l) de cinamaldeido(10 nmol/pata).

A figura 35 mostra que a administracdo via oral da apocinina (100 mg/kg) reduziu a

nocicepgdo induzida por cinamaldeido.

Tempo (s)

Controle Apocinina 100mg/kg

Figura 35. Avaliacdo do efeito antinociceptivo da apocinina (100 mg/kg, v.0) na nocicepc¢éo induzida
pela injecdo intraplantar de cinamaldeido. Teste T de Student (p<0,01). As barras representam 0s
valores da média * erro padrao da média (n= 6-8). *Diferenca estatisticamente significante em relagéo
ao controle
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6.6.6. Efeito da apocinina na nocicepg¢do induzida pela injecdo intraplantar de

mentol

Para avaliar, se no efeito antinociceptivo da apocinina existe o envolvimento dos
receptores TRPMB8, foram realizados experimentos de nocicepc¢do induzida pela injecdo de

(20uL) de mentol (agonista TRMS).

A administracdo via oral da apocinina (100 mg/kg) reduziu a nocicep¢éo induzida

por mentol (10 nmol/pata)

250 -

200 -

150 -

Tempo (s)

100 -

Controle Apocinina

Figura 36. Avaliacdo do efeito antinociceptivo da apocinina (100 mg/kg, v.0) na nocicepc¢éo induzida
pela injecdo intraplantar de mentol. Teste T de Student (p<0,01). As barras representam os valores da
média + erro padrdo da média (n= 6-8). *Diferenca estatisticamente significante em relacao ao controle
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6.6.7. Efeito da apocinina na nocicepg¢do induzida pela injecdo intraplantar de

glutamato

Para avaliar, se no efeito antinociceptivo da apocinina existe o envolvimento do sistema
glutamatérgico), foram realizados experimentos de nocicep¢do induzida pela injecdo
intraplantar (20uL) de glutamato (20umol).

A administracdo via oral da apocinina (100 mg/kg) reduziu a nocicepcao induzida

por glutamato.

Tempo (s)

Controle Apocinina 100mg/kg

Figura 37. Avaliacdo do efeito antinociceptivo da apocinina (100 mg/kg, v.0) na nocicepc¢éo induzida
pela injecdo intraplantar de gutamato. Teste T de Student (p<0,01). As barras representam os valores

da média + erro padrdo da média (n= 6-8). *Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao
controle
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7- Discussdo (Efeitos anti-inflamatorios e antinociceptivos)

A dor esta frequentemente associada a muitas doencas. Apesar dos principais
avancos no conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na dor e investimento
consideravel na pesquisa farmacéutica e desenvolvimento nessa &rea, ainda existem poucas
classes de drogas analgésicas (Phero et al, 2004). Além disso, as terapias atuais sdo
usualmente insuficientes por possuirem efeitos colaterais severos e de efetividade limitada
(Bourinet et al., 2005). Por esta razdo, a busca por novas moléculas que sejam eficazes e
com efeitos adversos menores é continua e necessaria. Neste sentido, aqui, foram avaliadas
as atividades anti-inflamatorias e antinociceptivas da apocinina, vanilina e do acido vanilico
em modelos de inflamacdo e dor aguda induzida por agentes quimicos e térmicos. Além
disso, alguns possiveis mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo da apocinina
foram investigados. A escolha destas substancias foi baseada na ampla aplicagdo da
apocinina e, para 0s demais compostos, visando entender como a estrutura destas moléculas
poderiam explicar os efeitos observados. No capitulo 5 desta tese foram discutidos o0s
aspectos quimicos anti e pro-oxidantes das moléculas aqui estudadas. Aqui, nos deteremos
aos resultados farmacologicos obtidos e posteriormente faremos uma integracdo dos
assuntos.

Dados da literatura demonstram que os efeitos farmacologicos da apocinina se
estendem a diversas doencas de origem inflamatoria tais como: aterosclerose, asma,
hipertensdo, doencas neuroldgicas, doencas reumaticas, entre outras (Stefanska &
Pawliczak, 2008). Por sua vez, a vanilina possui, além de seus efeitos aromaticos e
flavorizantes, indicacGes terapéuticas como o tratamento de afecgdes uterinas, doencas

hepatobiliares, espasmos, esterilidade e impoténcia (Moraes & Fontana, 2005). O &cido
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vanilico esta presente em diversas plantas de usos medicinais como Amburama cearensis
utilizada em doengas respiratdrias (Fontenele et al.,2003 a), Scrophularia nodora utilizada
no tratamento de feridas, abscesso, irritacdes de pele, etc. (Swiatek L., 1973) e também na
Lippia sidoides que possui agdes antimicrobiana comprovadas (Monteiro et al., 2007).
Iniciamos os estudos avaliando e comparando a atividade anti-inflamatoria dos
compostos estudados por meio do modelo de edema de pata induzida por carragenina.
Trata-se de um processo inflamatério agudo, ndo imune, altamente reprodutivel e bem
estudado. A carragenina quando injetada subcutaneamente na regido plantar do animal €
capaz de produzir os sinais cardinais da inflamagdo, como edema (tumor), eritema (rubor) e
hiperalgesia (maior sensibilidade aos estimulos dolorosos), que se desenvolvem
rapidamente em decorréncia da acdo de varios mediadores pro-inflamatorios derivados do
plasma ou das células envolvidas na resposta inflamatoria. Bradicinina, histamina,
serotonina, taquicininas, fragmentos do complemento (C3a e Cb5a), espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, mediadores lipidicos (ex. prostaglandinas e PAF), citocinas (ex.
TNF-o e ILI1-B), quimiocinas (ex. IL-8) e enzimas proteoliticas sdo exemplos dos
mediadores envolvidos na resposta do organismo frente a um estimulo inflamatério. A
inibicdo do edema de pata induzido pela carragenina por uma determinada droga €
altamente preditiva de acdo anti-inflamatdria. Em nosso estudo, a apocinina e seus
correlatos inibiram de maneira significante o edema na terceira hora apds inducdo do
mesmo. E importante salientar que neste modelo, uma maior liberacdo de prostaglandinas
(principalmente PGE2) ocorre nesta fase (Ferreira et al, 1971., Ferreira et al, 1979,
Ferreira et al, 1991) o que parece indicar que a inibicdo de ciclooxigenases possa estar
relacionada ao mecanismo de acdo da apocinina. Corroborando com nossos achados, a

administracdo oral de apocinina em ratos inibiu a inflamacéo de orelha induzida por LPS e
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diminuiu os niveis de PGE2 (Hougee et al., 2006). Ainda dentro deste contexto, o &cido
vanilico demonstrou uma acgdo anti-edematogénica, além de inibir da migracdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal (Leal et al., 2011).

Entre os modelos de nocicep¢do quimica utilizados neste trabalho, iniciamos pelo
teste de contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético. Este teste é descrito como um
modelo de dor inflamatdria, sendo uma ferramenta para a avaliacdo da atividade analgésica
e anti-inflamatoria de novos agentes (Vinegar et al., 1979; Tjolsen, Hole, 1997). Todos 0s
compostos avaliados apresentaram atividade antinociceptiva neste modelo e novamente néo
houve diferenca significativa entre as substancias estudadas. Nossos estudos encontram
respaldo nos estudos da acdo antinociceptiva da vanilina (Park et al, 2009) e acido vanilico
(Morucci et al, 2012), enquanto para a apocinina, ndo foi encontrado nenhum trabalho
relacionado a este modelo experimental.

Sabe-se que a irritacdo local promovida pelo &cido acético induz a liberagdo de
varios mediadores enddgenos como bradicinina, prostaglandinas e citocinas (TNF-a, IL-13
e IL-8) que estimulam neurénios nociceptivos (Collier et al., 1968; Ikeda et al., 2001).
Além de ser influenciada por estes mediadores inflamatorios, a nocicep¢do promovida pelo
acido acético também pode ser mediada pela dissociacdo dos protons presentes no acido
acetico, que estimulam os canais TRPV1 e ASICs localizados nos neurdnios aferentes
primarios (lkeda et al., 2001; Coutax et al., 2005). Os receptores TRP, (transient receptor
potential) constituem uma familia de canais catiénicos localizados nos terminais periféricos
dos nociceptores e sdo responsaveis pela deteccdo de estimulos nocivos, uma vez que sua
ativacdo contribui para a geracdo do potencial de acdo necessario para a transmissdo da

informacdo nociceptiva (Tominaga, 2007). Considerando os resultados obtidos, podemos
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sugerir que o efeito antinociceptivo dos compostos estudados possa também estar
relacionado a inibicdo da liberacdo desses mediadores ou dos canais TRPV1 e ASICs.

Para a avaliacdo dos compostos estudados em relacdo aos mecanismos relacionados
ao SNC foram utilizados o teste da placa quente e o teste da retirada da cauda. Nos dois
modelos experimentais, 0s compostos estudados ndo aumentaram o tempo de laténcia.
Estes resultados sugerem que o efeito antinociceptivo dos compostos nao envolve
mecanismos centrais relacionados aos modelos que dependem de reflexos espinhais.
Sabendo-se que estes testes sdo bem eficientes em revelar a atividade analgésica de
opidides (Carter, 1991) e essa observacédo foi confirmada pelo fato da morfina (agonista dos
receptores opidides) aumentar o tempo de laténcia nos dois modelos.

Outro modelo de nocicepcdo amplamente utilizado é o teste da formalina, o qual
vem sendo empregado para pesquisa de drogas antinociceptivas em roedores,
principalmente ratos e camundongos (Tjolsen & Hole, 1997). Este teste consiste na injecao
intraplantar de solucdo de formaldeido diretamente na pata posterior do animal, sendo
conhecido por induzir intensa dor pela estimulacdo direta dos nociceptores. A dor, causada
pela injecdo intraplantar de formalina, é caracterizada por vigorosas lambidas, mordidas e
batidas na pata injetada apds a injecdo deste estimulo flogistico. Neste modelo, podem ser
caracterizadas duas fases distintas de nocicepcdo que parecem envolver diferentes
mediadores (Hunskaar & Hole, 1987; Santos & Calixto, 1997a,b). A primeira fase (fase
inicial) inicia-se imediatamente ap0s a injecdo da formalina, estendendo-se pelos primeiros
5 min, o que se acredita dever-se a estimulacdo quimica direta dos nociceptores (Hunskaar,
Fasmer & Hole, 1985; Hunskaar,Berge & Hole, 1986), predominantemente das fibras

aferentes do tipo C e, em parte, as do tipo Ac (Heapy, Jamienson & Russel, 1997). A
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segunda fase (fase tardia) da nocicepcdo observada nesse modelo, ocorre entre 15-30 min
apos a injecao de formalina estando a resposta observada relacionada principalmente com a
liberacdo de varios mediadores quimicos pro-inflamatorios (Hunskaar & Hole, 1987; e
Tjolsen & Hole, 1997). Segundo os resultados descritos na literatura, a primeira fase esta
associada com a liberacdo de varios mediadores quimicos, como a substancia P, o
glutamato e a bradicinina (fase de dor neurogénica), enquanto que na segunda fase, 0s
mediadores quimicos detectados foram histamina, serotonina, prostaglandinas e a
bradicinina (fase de dor inflamatoria), sendo ambas as fases induzidas pelo agente
flogistico formalina (Hunskaar & Hole, 1987, Shibata et al, 1989. Tjolsen et al, 1992;
Correa & Calixto, 1993, Tjolsen & Hole, 1997). Os compostos estudados neste trabalho
ndo apresentam atividade antinociceptiva na fase neurogénica, enquanto na fase
inflamatdria os compostos apresentaram efeito antinociceptivo pronunciado. Sendo assim
podemos inferir que estes compostos podem estar modulando e/ou inibindo a liberacdo dos
mediadores inflamatorios liberados na segunda fase (fase inflamatdria). Nossos resultados
estdo de acordo com dados de literatura onde foi relatado a acdo antinociceptiva do &cido
vanilico e da vanilina somente na segunda fase (inflamatdria) no teste da formalina (Leal et
al, 2011; Park et al, 2009; Morucci et al, 2012). Entretanto, mais uma vez, nenhum
trabalho foi encontrado em relacdo a apocinina neste modelo experimental.

Peranteos resultados até aqui apresentados podemos concluir que todos os
compostos estudados possuem atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva. Estas
atividades possuem o mesmo padrdo de resposta, ndo havendo diferenca estatisticamente
significante entre os mesmos. Além disso, todos os resultados obtidos sugerem que 0s
mecanismos de acdo dessas substancias parecem estar relacionadas aos mediadores

inflamatédrios da dor ou ainda a outros nociceptores. Assim, escolhemos a apocinina para 0s
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estudos posteriores, visto os resultados serem semelhantes para os trés, mas a apocinina é a
molécula mais estudado na atualidade e mais promissora como um potencial anti-
inflamatorio. De fato, embora a apocinina seja 0 mais utilizado e ndo toxico inibidor do
complexo NADPH oxidase, os efeitos farmacol6gicos ndo se restringem a este mecanismo,
pois sdo inimeros os achados disponiveis na literatura e para os quais a simples inibi¢éo de
NADPH oxidase poderia explicar todos os resultados. Entre eles podemos citar sua
aplicacdo em modelos de osteoartrite e artrite reumatoide (Lafeber et al., 1999), hipertensdo
(Taylor et al., 2006), cancer (Kless et al., 2006).

Assim, investigamos inicialmente a participacdo do sistema de transmissdo L-
Arg/NO na atividade antinociceptiva da apocinina. Sabe-se que a producdo de NO esta
relacionada com a transmiss@o nociceptiva central, a partir da acdo de diversos mediadores
pro-inflamatorios (Millan, 1999; 2002). Além disso, a liberacdo espinhal de NO interfere
com a nocicepgdo em varios niveis de transmissdo e modulacdo desta resposta (Meller e
Gebhart, 1993). Em nosso trabalho foi demonstrado que o inibidor de NOS, L-NAME
possui efeito antinociceptivo na segunda fase (inflamatéria) no teste da formalina. O pré-
tratamento dos animais com L-ARG, substrato para a enzima NOS, reverte o efeito
antinociceptivo causado pelo L-NAME. Entretanto, o pré-tratamento dos animais tanto com
L-ARG como com o L-NAME ndo foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo
demonstrado pela apocinina, sugerindo que o sistema L-ARG/NO ndo esta diretamente
envolvido neste efeito.

Estudos descritos na literatura demonstram que o sistema serotoninérgico esta
intimamente envolvido no mecanismo de regulacdo da transmissdo da informacéo
nociceptiva no sistema nervoso central (Millan, 1997; Besson, 1999). Assim, um grande

namero de drogas vem sendo utilizado para o tratamento de dores crbnicas, destacando-se,

Castor, LRG Pdgina 97



Propriedades Quimicas e Farmacoldgicas da Apocinina e Correlatos

os antidepressivos triciclicos. Vérios estudos sugerem que este efeito pode estar relacionado
com a melhora do humor (Warm, Bloom & Fridel, 1999), enquanto que outros autores
sugerem que eles produzem analgesia por mecanismos mais especificos (Millan, 1999). No
entanto, os antidepressivos triciclicos séo tradicionalmente conhecidos por estimular a
atividade da serotonina e da noradrenalina pelo bloqueio da captacdo neuronal (Carlsson et
al, 1969; Takur Desai, 1994). Além disso, eles ndo parecem agir especificamente nos
neurbnios monoaminérgicos, mas principalmente em outros sistemas neuroquimicos
justificando, portanto, a manisfestacdo da resposta analgésica em pacientes ndo deprimidos
(Sharav et al., 1987; Lejon & Boive, 1989). Para o estudo deste sistema serotoninérgico, foi
utilizada uma droga inibidora da sintese de serotonina (PCPA). O pré-tratamento com este
inibidor foi capaz de reverter completamente o efeito antinociceptivo da apocinina,
sugerindo assim, que 0 mecanismo antinociceptivo da apocinina seja via liberacdo e/ou
sintese de serotonina pelos neurdnios pre-sindpticos. Para um melhor entendimento desta
via analisamos o0s subtipos de receptores serotoninérgicos (5HT-; e 5HT-3), para tanto
utilizamos antagonistas dos receptores 5SHT-1 (WAY 100635) e antagonista dos receptores
5HT-3 (ondasetron), nossos resultados demonstraram que ndo houve reversdo do efeito
antinociceptivo da apocinina com o pré-tratamento dos antagonistas. Isto nos sugere que a
apocinina pode ndo estar atuando nestes receptores, em contrapartida, como descrito
anteriormente verificamos que seu efeito antinociceptivo foi revertido com um pré-
tratamento com PCPA. Desta maneira podemos sugerir que a apocinina pode estar atuando
em algum nivel de liberacdo da serotonina ou estaria agindo em outro tipo de receptor para
serotonina, uma vez que existe uma gama de subtipos de receptores serotoninérgicos: 5-
HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1g, 5-HT1f, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HT2c, 5- HT3, 5-HT4, 5-HTsa,

5-HTs e 5-HT; (Bardin, 2000). Os diferentes mecanismos de transdugéo de sinal de cada
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tipo de receptor serotoninérgico permitem a observacao de efeitos distintos da 5-HT sobre a
atividade neuronal.

Avaliando-se ainda outros possiveis mecanismos de acdo envolvidos no efeito
antinociceptivo da apocinina, analisou-se a possivel acdo antinociceptiva da apocinina na
nocicepc¢do neurogénica induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina em camundongos.
Sakurada et al (1992) foram os primeiros a demonstrar que a injecdo intraplantar de
capsaicina na pata posterior de camundongos, causa vigorosa dor, caracterizada por
lambidas e mordidas na pata injetada, sendo esse efeito relacionado com a dor de origem
neurogénica. A capsaicina € uma amina neurotoxica extraida de plantas do género
Capsicum (pimenta vermelha) que, quando aplicada na pele ou injetada em animais, produz
irritacdo caracterizada por reacdo dolorosa e subseqliente dessensibilizacdo para a dor
induzida quimicamente (Jancso et al. 1991). Vaérios mediadores quimicos foram
evidenciados na dor neurogénica causada pela injecdo intraplantar de capsaicina, como as
neurocininas (substancia P, neurocinina A e neurocinina B), aminoacidos excitatorios,
oxido nitrico, peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e somatostatina entre
outros (Gamse et al., 1981; Lembeck, 1988; Santos & Calixto, 1997a,b). Ha estudos que
demonstraram que a capsaicina atua através da ativacdo de receptores especificos, 0s quais
foram denominados de receptores vanildides do tipo 1 (TVR1) Caterina et al, 1997.
Malmberg e Yaksh, 1994 demonstraram que a capsaicina, ativa diretamente as fibras
nervosas aferentes primérias e pode levar a producéo e liberacdo de prostaglandina E2 na
medula espinhal in vitro e in vivo. Sakurada et al, (1996 a, b), mostraram que a nocicepcao
induzida pela injecdo intraplantar ou intratecal de capsaicina pode ser mediada, pelo menos
em parte, pela producdo de 6xido nitrico, glutamato e aspartato, além dos neuropeptideos

(SP, NKA, NKB, CGRP). Neste trabalho, observou-se que a apocinina (administrada v.0)
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foi capaz de inibir, de forma significativa, a nocicepgdo neurogénica induzida pela injecéo
intraplantar de capsaicina em camundongo. E importante ressaltar que este resultado se
contrapde aqueles observado na fase neurogénica do teste da formalina.

O cinamaldeido é um agonista direto dos canais TRPAL, um importante nociceptor.
O receptor TRPAL foi caracterizado como um termorreceptor de frio nocivo (Story et al.,
2003). E seletivamente expresso em fibras sensoriais peptidérgicas que também expressam
TRPV1, o que explica seu possivel papel no processo nociceptivo (Story et al., 2003;
Bautista et al., 2005. Além disso, McNamara & colaboradores (2007) demostraram que a
formalina ativa as fibras aferentes primarias por meio da ativacao direta de canais TRPA1L,
sendo esta ativacao responsavel pela primeira fase da nocicepcdo (neurogénica) induzida
pela injecdo intraplantar de formalina. Os dados do presente trabalho demonstram que a
apocinina inibiu de forma significativa a nocicep¢do induzida pela injecdo intraplantar de
cinamaldeido. Sendo assim, apesar da apocinina ndo inibir a fase (neurogéncia) da
nocicepcdo no teste da formalina, ela pode estar atuando de alguma forma no receptor
TRPAL. Outro receptor que detecta o frio é o receptor de potencial transitorio melastatina 8
(TRPMB8) (Mckemy, Neuhausser, Julius, 2002; Peier et al., 2002). O TRPMS ¢ ativado por
temperaturas frias moderadas (15 a 25 °C) e por compostos que evocam uma sensacéo de
frescor, como mentol, icilina, eucaliptol e eugenol (Reid, Flonta, 2001; Bandell et al., 2004;
Behrendt et al., 2004; Chuang, Neuhausser, Julius, 2004). Em nossos estudos, a apocinina
inibiu a nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de mentol, desta maneira, podemos
inferir que a apocinina pode estar atuando diretamente no receptor TRPM8. Afim de
entendermos um pouco mais sobre o efeito antinociceptivo da apocinina, estudamos a
participacdo do sistema glutamatérgico na antinocicep¢do causada pelo apocinina. Sendo

assim, foi investigado o efeito da apocinina na nocicep¢do induzida pelo glutamato
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administrado via intraplantar. Sabe-se que o glutamato é o principal neurotransmissor
excitatorio envolvido na transmissdo de sinais nociceptivos. Além disso, tem sido
demonstrado que a injecdo intraplantar de glutamato libera aminoécidos excitatdrios,
PGE2, NO, cininas, protons, glutamato e SP no corno dorsal (Millan, 1999; Beirith, Santos,
Calixto, 2002). Nesse trabalho, foi observado que a apocinina inibe efetivamente a resposta
nociceptiva induzida pelo glutamato intraplantar. Estes dados permitem sugerir que esta
acdo antinociceptiva da apocinina na dor causada pelo glutamato pode ser decorrente do
seu papel modulatério sobre o sistema glutamatérgico, provavelmente impedindo a
liberacdo desse aminoacido excitatorio envolvido na transmissdo do processo doloroso. No
entanto, novos estudos para uma investigacdo mais detalhada devem ser conduzidos para
confirmar esta hipotese.

A partir dos resultados acima apresentados, podemos concluir que todos os
compostos estudados neste trabalho (apocina, vanilina e acido vanilico) apresentaram efeito
antinociceptivo semelhante, em todos os modelos experimentais. Podemos inferir também
que este efeito antinociceptivo pode estar envolvido com a inibicdo de varios mediadores
inflamatdrios entre eles a prostaglandina E2, pois a acdo destes compostos foi bem
pronunciada na terceira hora nos modelos do edema de pata e da hiperalgesia, pois sabe-se
que a partir da terceira hora, comeca a liberacdo de varios mediadores inflamatorios,
principalmente a prostaglandina E2. Outro dado também que corrobora com nossos dados,
é o efeito antinociceptivo dos compostos, na segunda fase do teste da formalina, da qual é
considerada fase inflamatéria, devido a liberacdo de varios mediadores inflamatérios.
Como direcionamos nosso estudo para a apocinina, foram entdo avaliados alguns

mecanismo de acao, que poderiam estar envolvidos no efeito antinociceptivo da apocinina
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Sendo assim, perante os resultados obtidos podemos sugerir, que a via NO/L-Arg
parece ndo estar envolvida no efeito antinociceptivo da apocinina, pois quando utilizamos a
apocicina concomitantemente com o L-Name ou com L-ARG, o efeito antinociceptivo da
apocinina nao foi revertido. Estudamos também o sistema serotoninérgico e observamos,
que o pré-tratamento com PCPA, foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo da
apocinina. Para um melhor entendimento desta via, utilizamos um pré-tratamento com
antagonistas receptores 5HT-1 (WAY 100635) e antagonista dos receptores 5HT-3
(ondasetron), mas estes ndo reverteram o efeito antinociceptivo da apocinina, sendo assim
podemos sugerir, que a apocinina pode estar atuando diretamente ou indiretamente com 0s
niveis de serotonina ou pode estar atuando em outros subtipos de receptores 5HT-1. No
intuito de estudarmos alguns dos principais receptores (TVR1, TRPAl, TRPMS)
envolvidos na génese da dor. Utilizamos agonistas como capsaicina ((TVR1), cinamaldeido
(TRPA1L) e mentol (TRPMB8). Nossos estudos demonstraram que a apocinina foi capaz de
inibir de forma pronunciada a nocicep¢do induzida por estes agonistas, sendo assim
podemos sugerir que a apocinina pode estar atuando direta e/ou indiretamente nestes tipos
de receptores.

Outro resultado importante, encontrado neste trabalho foi a participacéo do sistema
glutamatérgico, uma vez que a apocinina inibiu a nocicepcdo causada por glutamato,
podendo sugerir a participacdo deste sistema no efeito antinociceptivo da apocinina.

Assim, neste trabalho podemos concluir que os compostos estudados possuem um
importante efeito antinociceptivo em modelos de inflamacdo e nocicepc¢do, podendo ser

alvo de futuras drogas analgeésicas.
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8- Discussdo Integradora (Resultados bioquimicos e farmacolégicos)

Como estabelecido em nossa justificativa e objetivos, o propoésito deste trabalho foi
avaliar se havia alguma correlacdo entre as caracteristicas quimicas anti e pré-oxidante dos
compostos em estudo e seus efeitos em modelos de inflamacao e dor. A escolha entre eles
se deu pelo fato da apocinina ser o mais utilizado inibidor de NADPH oxidase e 0s outros,
apesar de semelhantes, ndo serem utilizados. Mas, além disso, sendo a apocinina aplicada
em tantos modelos in vitro e in vivo e apresentando resultados bioldgicos surpreendentes (a
literatura j& conta com mais de 1300 trabalhos deste a sua descoberta como inibidor de
NADPH oxidase em 1994), entdo até que ponto inibir NADPH oxidase seria 0 ponto
fundamental? De modo geral, 0s nossos resultados apontam na direcdo de uma acdo mais
ampla para esta molécula. De fato, como foi possivel observar ndo obtivemos diferencas
significativas entre a apocinina, vanilina e acido vanilico nos estudos farmacologicos.
Assim se considerarmos que a apocinina ¢ bem estabelecida como inibidora de NADPH
oxidase, mas 0 &cido vanilico € muito menos eficiente neste contexto, entdo pode se
concluir que inibicdo de NADPH oxidase ndo é o fator principal em nossos achados
farmacoldgicos, visto que ambos foram igualmente eficientes.

Chama a atencdo também o fato de que ser anti ou pro-oxidante ndo parece ser o
ponto relevante no mecanismo de acdo anti-inflamatoria e antinociceptiva das substancias
estudadas. Como demonstramos, a apocinina, uma vez oxidada torna-se uma molécula
extremamente pro-oxidante, sendo capaz de induzir a oxidacdo de diversas classes de
biomoléculas. Por outro lado, esta caracteristica é inexistente para o acido vanilico, o qual,
pelo contrario, possui caracteristicas antioxidantes, embora relativamente fracas, se
comparado a compostos de referéncia como o trolox, forma soltvel de vitamina E. Assim,

se considerarmos que esta propriedade pré-oxidante é relevante para a sua acdo como
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inibidora do complexo NADPH oxidase, entdo mais uma vez podemos sugerir que nossos
resultados néo estdo diretamente ligados a esta propriedade da apocinina.

Por outro lado, vale ressaltar que, apesar dos nossos achados e conclusdes acima
descritas, ha relatos recentes que mostravam a correlagdo entre NADPH oxidase e dor; e foi
esse um dos principais motivos para apostarmos nas moléculas aqui estudadas. Por
exemplo, Brennan et al, 2009 demonstrou uma relagdo entre o receptor NMDA, a enzima
NADPH oxidade e apocinina. Eles utilizaram neurénios do hipocampo de ratos em cultura
tratando-os com agonistas de receptor de glutamato (NMDA). Estas células responderam
com um rapido aumento na producdo de superoxido seguido de morte neuronal e foram
blogueados pela apocinina. Morais et al, 2010 estudaram a relacdo entre hipertenséo, dor
neuropéatica e NADPH-oxidase, utilizando a apocinina, neste trabalho eles observaram o
efeito analgésico da apocinina na dor neuropatica. Apesar da concluséo do referido trabalho
em relacionar apocinina com estresse oxidativo, ndo houve dosagens especificas de
produtos de estresse oxidativo, nem parametros da ativacdo do complexo NADPH-oxidase
Outro estudo demonstrou que a ativacdo da NADPH oxidase espinhal esta envolvida no
desenvolvimento de hiperalgesia induzida por morfina e a tolerancia antinociceptiva foi
associada ao aumento da ativacdo da NADPH oxidase e liberacdo de superdxido. Sendo
assim, a co-administracdo de morfina com administracdo sistémica de dois inibidores da
NADPH oxidase, a apocinina ou difenilenoiod6énio (DPI), bloquearam a ativacdo da
NADPH oxidase, do desenvolvimento de hiperalgesia e a tolerancia antinociceptiva (Doyle
et al, 2010).

Assim, confrontando os nossos resultados e estes acima citados, podemos concluir
que ainda € cedo para afirmar ou descartar o papel do complexo NADPH oxidase nos

mecanismo de dor. Mas uma coisa € certa, a apocinina € certamente uma substancia
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excepcional do ponto de vista de suas propriedades farmacoldgicas e muito ainda precisa

ser estudado sobre a mesma.

9- Conclusdes

- A apocinina e a vanilina sdo relativamente ndo efetivas como antioxidantes;

- O &cido vanilico foi mais efetivo como antioxidante;

- A apocinina e a vanilina possuem propriedades pro-oxidantes;

- A apocinina, a vanilina e o &cido vanilico possuem propriedades antinociceptivas;

- O mecanismo de acdo antinociceptivo da apocinina parece ndo envolver a via do 0xido
nitrico;

- O mecanismo de acao antinociceptivo da apocinina parece envolver a via serotoninérgica;
- Os receptores de capsaicina, cinamaldeido, mentol e glutamato parecem atuar direta e/ou
indiretamente no mecanismo de acao antinociceptivo da apocinina.

- Nao se verificou interacdo entre a atividade anti ou pré-oxidante das substdncias em
estudo e os efeitos farmacoldgicos observados;

- Ndo se verificou interacdo entre a atividade inibidora de NADPH oxidase e os efeitos

farmacoldgicos observados.
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