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RESUMO

A Ouabaina é um glicosideo cardiotonico, inibidor da Na+/K+-ATPase, utilizada na clinica para o
tratamento de insuficiéncia cardiaca. Atualmente, sabe-se que essa substancia € endégena, e capaz
de interferir em varias funcdes fisioldgicas, inclusive em diversos aspectos do sistema imunoldgico.
Apesar disso, pouco se sabe sobre seu envolvimento em processos inflamatérios e nociceptivos.
Neste trabalho, foi avaliada a atividade da Ouabaina na inflamagdo aguda desencadeada pela
administragdo de diversos agentes flogisticos (carragenina, composto 48/80, histamina, PGE2 e
bradicinina) e em modelos nociceptivos (contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético e placa
quente). A Ouabaina produziu uma redugdo no edema de pata produzido por carragenina e pelo
composto 48/80. Esse potencial anti-inflamatério esta relacionado ao bloqueio da degranulagéo de
mastdcitos, bem como pela inibicdo da via da PGE2 e da bradicinina, porém é independente da via
da histamina. A Ouabaina também apresentou uma atividade anti-nociceptiva central e periférica.
Esse efeito esta vinculado a inibicdo da via dos mediadores inflamatérios e a mecanismos opidides,
visto que foi revertido pela administragdo da naloxona, um inibidor dos receptores opidides.
Adicionalmente, foi descrito que a inibicdo da dor pela Ouabaina nao possui envolvimento com
sedacgdo ou diminuicdo da capacidade motora. O conjunto desses dados demonstra pela primeira
vez, in vivo, a atividade anti-inflamatéria e anti-nociceptiva da Ouabaina.

PALAVRAS-CHAVE: Ouabaina; anti-inflamatéria; anti-nociceptiva.
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ABSTRACT

Ouabain, known as a cardiotonic glycoside capable of inhibiting the Na*’/K* ATPase, was widely used
for heart failure treatment. Identified as an endogenous substance, ouabain is capable of interfering
with various physiological functions, including immune system modulation. Besides that, little is known
about the involvement of this substance in nociceptive and inflammatory processes. The present
study investigated the role of ouabain in acute peripheral inflammation induced by intraplantar
administrartion of different phlogistic agents (carrageenan, compound 48/80, histamine, bradykinin,
and PGE2) and in nociceptive processes (abdominal writhing induced by acetic acid and hot plate).
Ouabain produced a significant reduction in the mouse paw edema induced by carrageenan and
compound 48/80. This antiinflammatory effect of ouabain is associated to the inhibition of PGE2,
bradykinin, and mast-cell degranulation, but not to histamine. Ouabain also presented a central and
peripheral anti-nociceptive activity. This analgesic potential might be related to the inhibition of
inflammatory mediators and to activation of opioid receptors, since it was reversed by naloxone, an
opioid antagonist. Additionally, the analgesic effect of ouabain was not related to sedative effect or to
motor function. Taken together, the present work demonstrated for the first time, in vivo, the
antiinflammatory and analgesic potential of ouabain.

KEY-WORDS: Ouabain; antiinflammatory; antinociceptive
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1.1. A Ouabaina

A Ouabaina é um digitalico, que foi extraido inicialmente das sementes e raizes das
arvores Acocanthera ouabaio e Strophantus gratus, da familia Apocynaceae (BLAUSTEIN,
1993). No ano de 1991, Hamlyn e colaboradores caracterizaram a Ouabaina enddgena,
(Figura 1), encontrada no plasma humano. Esse composto foi descrito como sendo
estruturalmente, biologicamente e imunologicamente indistinguivel da Ouabaina proveniente
de vegetais (HAMLYN et al, 1991).

Historicamente, o uso de digitalicos foi iniciado em 1775, por Willian Withering, o qual
utilizou o extrato da dedaleira (Digitallis purpurea), para o tratamento da insuficiéncia
cardiaca. Foi a partir desse momento que houve a introdugdo desses glicosideos
cardiotdénicos no contexto do tratamento da insuficiéncia cardiaca. Por mais de 200 anos,
esses medicamentos foram utilizados na clinica e apesar do desconhecimento do

mecanismo, os resultados eram eficazes (WITHERING, 1785).
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FIGURA 1: Estrutura quimica da Ouabaina endégena. FONTE: Retirado e adaptado de HINSON et
al, 1995.

Shatzmann, em 1953, descobriu que os digitalicos atuavam inibindo a bomba de
Na'/K", através de sua ligagdo na face exterior da membrana celular (HOFFMAN, 1966). A
descoberta do trocador de Na*/ Ca**, em 1960, elucidou 0 mecanismo pelo qual a inibicdo
da bomba de Na‘/K* causava o aumento dos niveis de Ca®" intracelular resultando na
contragao cardiaca (SCHONER, 2002).

No ano de 1960, Skou, demonstrou que a Ouabaina atuava semelhantemente aos
outros glicosideos, inibindo a atividade da Na*/K* ATPase, interagindo com a subunidade a,

onde se encontravam também os sitios de ligagdo do Na*, do K* e do ATP. A isoforma de
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maior afinidade pelo glicosideo é a subunidade a-3. A interagdo da regido lipofilica da
Ouabaina com a Na'/K* ATPase depende da conformacgdo dessa enzima, e seu sitio de
ligagdo com alta afinidade pela Ouabaina, esta disponivel quando essa enzima atinge um

estado conformacional ativo, denominado E2 (QIU et al, 2003).

Sugere-se que a Ouabaina enddgena, seja produzida pela adrenal, hipotalamo e
hipofise (HAMLYN et al., 1991; LAREDO, HAMILTON, HAMLYN, 1994; FERRANDI et al.,
1997). Na glandula adrenal, a etapa inicial da sintese da Ouabaina enddgena parece estar
relacionada a clivagem da cadeia lateral da molécula de colesterol e ao metabolismo
sequencial de progesterona e pregnenolona (HAMLYN et al, 2003). Adicionalmente sugere-
se que participam da sintese de esterdides algumas enzimas, a exemplo da enzima
citocromo P-250, que parecem também estar associadas a producdo de Ouabaina pela
adrenal (LICHTSTEIN et al, 1998). No entanto, os eventos mais tardios da cadeia da sintese

deste digitalico permanecem obscuros.

A secrecdo de Ouabaina pela adrenal é dependente de ACTH (LAREDO,
HAMILTON, HAMLYN, 1994; BECK et al. 1996; HINSON, HARWOOD, DAWNAY, 1998;
SOPHOCLEOUS, ELMATZOGLOU, SOUVATZOGLOU, 2003) e angiotensina Il (LAREDO
et al. 1997; SHAH et al., 1998), dessa forma, sua liberagdo ocorre em circunstancias
similares aquelas onde ha secregao de corticdides. Em relacdo ao sistema nervoso, a
produgao da Ouabaina parece ser regulada por neurdnios adrenérgicos centrais (YAMADA,
GOTO, OMATA, 1995).

1.2. A Na+/K+- ATPase: caracterizagao do receptor da Ouabaina

A Na'/K" ATPase foi descrita por Skou, em 1957, em estudos de fragbes
microssomais de membranas de nervos de caranguejo. Trata-se de uma proteina
eletrogénica que se utiliza da hidrolise de ATP para promover a entrada de 2 ions de K' e a
saida de 3 Na* por transporte ativo, mantendo desta maneira, altos niveis de K* e baixos
niveis de Na® intracelular, e consequentemente, altas concentracdes de Na* e baixas de K"
extracelular (SKOU,1990).

Este gradiente de ions é imprescindivel para manutengdo de alguns mecanismos
bioldgicos essenciais, como potencial de membrana, volume manutengdo dos niveis de H*
(pH citoplasmatico) e Ca®" intracelulares (através dos trocadores Na'/H* e Na'/Ca?,
respectivamente), além do transporte transcelular de outros solutos a exemplo de células
intestinais, renais e glandulas (BLANCO, MERCER, 1998). Em repouso a Na'/K* ATPase &
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responsavel pelo consumo de 20-30% do ATP produzido pela célula (JORGENSEN,
HAKANSSON, KARLISH, 2003).

A Na'/K*- ATPase é composta pelas subunidades a(112KDa), B(55KDa) e y(6,5KDa)
(Figura 2), as quais podem evidenciar-se de maneiras distintas de acordo com a
conformagéo da bomba (BLANCO, MERCER, 1998; KAPLAN, 2002).

Subunidade-p

Citoplasma

FIGURA 2: Esquema da estrutura da Na+/K+ ATPase. Estéo representadas as subunidades a, B ey
(FXYD) da proteina. FONTE: modificada de RAJASEKARAN, RAJASEKARAN, 2009.

A unidade minima funcional é composta por um heterodimero que contém as
subunidades a e B (JORGENSEN, ANDERSEN, 1988), ligadas de modo nao covalente.
Estas subunidades podem ser co-expressas associada a outros pequenos reguladores de
transporte de ions como os da familia FXYD (KUSTER et al, 2000; SWEADNER, RAELE,
2000). A proteina FXYD é expressa em alguns tecidos a exemplo do rim, cérebro e coragao
(THERIEN et al., 1997; FESCHENKO et al., 2003; SWEADNER et al., 2003; SWEADNER,
2005).

FXYD foi proposta por Crambert e colaboradores (CRAMBERT, GEERING, 2003) e
esta associada a uma familia de proteinas composta por sete membros (FXYD1 — FXYD?7).
Apresenta peso molecular variando de 7 a 17-KDa e é caracterizada por uma regido
conservada FXYD na porgao N-terminal que possui dois residuos de glicina internos e um
residuo de serina no final do dominio transmembrana. Foi inicialmente identificada no rim
(FXYD2 ou subunidade y) e apresenta um importante papel regulatorio na fungédo (Na*/K")-
ATPasica, uma vez que pode modular a afinidade ao Na*, K" e ATP (MERCER et al., 1993;
BEGUIN et al.,, 1997; GEERING, 2008), além de desempenhar um papel crucial no
ancoramento da enzima na membrana (CORNELIUS, MAHMMOUD, 2003) e na modulagao
da ligacado da Ouabaina (FONTES et al., 1999).
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A subunidade a é uma proteina que possui 4 isoformas distintas (a1, a2, a3 e a4).
Essa proteina possui em torno de dez segmentos em alfa-hélice transmembrana e dois
dominios extracelulares (sitios de ligacdo a ATP e Ouabaina). Na regiéo intracelular estéo
localizados o sitio de fosforilagdo e associagdo a nucleotideos (GLYNN, 1993; PRESSLEY,
1996, BLANCO, MERCER, 1998).

Cada uma das subunidades a, sdo expressas em diferentes proporgdes a depender
do tecido. A isoforma a1 é ubiqua. A isoforma a2 é mais intensamente expressa em
musculos esquelético, cardiaco, cérebro, adipdcitos, musculo liso vascular e olhos, bem
como em outros tecidos. A isoforma a3 é mais frequentemente encontrada em neurénios e
células ovarianas, podendo ser localizada em algumas espécies também no coragéo e
leucécitos, a exemplo de humanos (SHAMRAJ, MELVIN, LINGREL, 1991; STENGELIN,
HOFFMAN, 1997). A isoforma a4 é a que apresenta menor homologia em relacdo a a1
(78%). A diferenca estrutural reflete-se em sua especificidade. Essa subunidade é expressa
apenas em espermatozoéides em estagios especificos, a exemplo de quando é necessario
que a célula tenha motilidade (SHAMRAJ, LINGREL, 1994; WOO, JAMES, LINGREL, 2000).

A subunidade B € uma glicoproteina que possui diferentes niveis de glicosilagdo a
depender do tecido. Apresenta-se em uma unica hélice transmembrana e um dominio
extracelular. Parece estar relacionada com a oclusdo de K e modulagdo da afinidade da
enzima pelos cations. Além disso, funciona como uma “chaperona” molecular em ATPases
do tipo “P”, estabilizando o polipeptideo a. e facilitando sua distribuicdo e inser¢cdo na
membrana plasmatica (McDONOUGH, GEERING, FARLEY, 1990; CHOW, FORTE, 1995;
GEERING, 2001). Esta subunidade parece ter grande relagao fisioldgica na indugédo da
polaridade celular e na formagdo de “tight junctions” e desmossomos oncogénica
(GEERING, 2008).

As isoformas B também possuem distribuicdo tecido-especifica. A isoforma B2 é
encontrada em musculos esqueléticos (LAVOIE et al, 1997), glandula pineal (SHYJAN et al.,
1990) e tecidos nervosos (PENG et al.,, 1997), enquanto que a B3 estad presente em

testiculo, retina, figado e pulmdes (MALIK et al., 1996).

Durante sua atividade, a Na*/K*- ATPase adquire mudancas conformacionais, o que
¢ denominado de ciclo catalitico dessa enzima. O mecanismo de transporte da Na'/K'-
ATPase ¢ desencadeado quando ha a ligagdo de 3 ions Na® na subunidade a da proteina
através de sitios de ligacdo de alta afinidade. E também nessa subunidade que ha o sitio de
ligacdo ao ATP. A referida proteina trata-se de uma bomba de cations do tipo P. A
designacgao tipo- P refere-se a caracteristica peculiar que estas enzimas possuem, de

fosforilar transitoriamente um residuo de aspartato durante o ciclo catalitico. E através desse
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processo de fosforilagdo e desfosforilagdo que ATPases do tipo P ligam, ocluem e
transportam ions pela ligagéo ciclica de diferentes cations, dependentes de transformagdes
chamadas E1 e E2 (SACHS, MUNSON, 1991; REPKE, SCHON, 1992; SKOU, ESMANN,
1992).

Quando ha a fosforilagdo da proteina (1) ha uma modificagdo em sua conformagao
(2), que faz com que a mesma diminua a afinidade pelos ions Na* e isso faz com que os
mesmos sejam liberados na face extracelular. Imediatamente ha a ligagéo de 2 ions K na
mesma subunidade com alta afinidade (3) e, em seguida, a desfosforilagdo da enzima, o
que faz com que haja uma diminuicdo da afinidade pelos ions K* e liberagdo dos ions no
interior da célula (DEVLIN, 2007) (Figura 3).
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FIGURA 3: Ciclo catalitico da proteina transportadora Na+/K+-ATPase. FONTE: adaptado de
DEVLIN, 2007.

Alguns eventos relacionados a atividade da Na+/K+-ATPase foram percebidos como
nao sendo exclusivamente resultado da modificacdo dos niveis ibnicos na célula. Um
exemplo esclarecedor para esse processo foi o estudo inicial sobre a regulacdo génica

causada pelo digitalico Ouabaina, na hipertrofia de miécitos cardiacos (PENG et al., 1996;
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HUANG, LI, XIE, 1997). Foi percebido que apenas a modificagdo nos niveis do Ca?*
intracelular ndo era suficiente, apesar de imprescindivel, para promover a regulagéo génica
causada pela Ouabaina. Sugeriu- se entdo que existiam outras interagbes protéicas e
enzimaticas envolvidas nesse processo (HAAS, ASKARI, 2000; LIU et al. 2000).

Nos ultimos anos tém-se demonstrado que essas interagbes e regulacbes de
diversas vias pela Na'/K’-ATPase existem e envolvem a interagdo entre proteinas, sendo
capazes de regular a proliferagdo e o crescimento celular (XIE, ASKARI, 2002, APERIA,
2007). Foi demonstrado que pequenas concentragdes de Ouabaina sido capazes de
promover diferentes cascatas de sinalizacdo, sem modificagdes nos niveis de eletrdlitos
intracelulares. Sugere-se entdo que a Ouabaina seja o ligante e a Na'/K*-ATPase, e esse
seu receptor propicie o desencadear de diversas cascatas celulares (SCHEINER-BOBIS,
SCHONES, 2001).

Estudos demonstram que a Na'/K’-ATPase interage com a membrana de células
vizinhas e desencadeia cascatas de proteinas e segundos mensageiros, incluindo ativagao
da Src-quinase, ativagdo da Ras e p42/44 (mitbgenos ativadores de quinases) e aumenta
espécies reativas de oxigénio na mitocondria. As respostas desencadeadas também estao
relacionadas a transcricdo de fatores de ativagdo, em midcitos cardiacos, como AP-1 e
NFkB (Figura 4) (XIE, ASKARI, 2002).
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FIGURA 4: A transdugdo de sinal da Na'/K'-ATPase, desencadeada pela sua inibigao parcial pela

Ouabaina, e suas conseqiiéncias em miocitos cardiacos. FONTE: adaptado de XIE, ASKARI, 2002.

1.3. Atuacao fisiopatolégica da Ouabaina

Atualmente sabe-se que diversos eventos tanto fisioldgicos quanto patoldgicos
podem interferir nos niveis enddégenos da Ouabaina (SCHONER, 2002). Sdo encontrados
niveis elevados de Ouabaina em pacientes hipertensos (SCHONER, 2000), bem como em
diferentes modelos de ratos com hipertensao (HUANG, LEENEN, 1996).

Conhece-se também o envolvimento da Ouabaina no estresse agudo. Sabe-se que o
exercicio fisico é capaz de aumentar os niveis de Ouabaina em ratos, cachorros e seres
humanos alguns minutos apés o inicio da atividade fisica (GOTO et al, 1995; BAUER et al ,
2005). Este fenbémeno parece ser regulado pela secregdo de norepinefrina e de
angiotensina, visto que o uso de B bloqueadores ou de inibidores da enzima conversora de
angiotensina sdo capazes de inibir esse efeito (BAUER et al, 2005). Estimulos patolégicos
como hipoxia e isquemia também sdo capazes de aumentar a sintese de Ouabaina (de
ANGELIS; HAUPERT, 1998). Esses dados sugerem que a Ouabaina poderia funcionar

como um horménio relacionado ao estresse.

Estudos revelam que a Ouabaina atua como neuromodulador central (SNC),
estimulando a atividade neuronal simpatica em ratos (de WARDENER, 2001).
Adicionalmente, a Ouabaina, a nivel central pode estimular ou inibir a apoptose, a depender
da concentracao utilizada. Isso é evidenciado através de estudos de regeneragéo da retina
de “zebrafish”. Essas pesquisas demonstram que em concentragdes micromolares, a
Ouabaina induz destruicdo da bicamada lipidica e da membrana nuclear interna de células
ganglionares, promovendo uma apoptose macica dessas células, porém, néo afeta células
fotorreceptoras (FIMBEL et al., 2007). De modo distinto, concentragbes nanomolares (1-
3nM) protegem as células ganglionares da apoptose (de REZENDE-CORREA et al., 2005).

A Ouabaina também tem sido relacionada a disturbios psiquicos, como o disturbio
bipolar. A injecao intracerebral da substancia em ratos demonstra aumentar a expresséo da
isoforma da Na*/K* ATPase, a-2, na ganglia basal e a-3 , em neurdnios do cortex pré-frontal
(HAMID, 2009). Esses achados sao compativeis com achados pds- mortem em individuos
com disturbio bipolar. De modo semelhante, o fendétipo maniaco é desencadeado em
animais com injecao intracerebral da substancia e sugere-se que este fendmeno esteja
relacionado a fosforilagédo de Akt (HYUN-SOOK et al., 2010).
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O papel fisiolégico da Ouabaina nao é bem conhecido. Alguns grupos sugerem que
essa substancia poderia funcionar como hormdnio natriurético (BLAUSTEIN, 1993;
FERRANDI et al, 1997) e outros trabalhos a apontam como tendo um papel importante no
crescimento, diferenciagdo e morte celular por apoptose (HUANG, LI, XIE, 1997;
KOMETIANI et al, 1998; LICHTSTEIN et al, 2000; ISAEV et al, 2000). Um estudo recente
mostra que ceélulas renais em desenvolvimento quando submetidas a determinadas
privagdes sofrem ma- formagédo, com futuros prejuizos a fungédo renal. Esse efeito é
revertido, em células embrionarias de ratos, através da exposicdo a Ouabaina,
demonstrando o desenvolvimento normal dessas células mesmo em condigdes adversas (LI
et al., 2010).

Vérios trabalhos evidenciaram que a Ouabaina é capaz de ativar diferentes vias de
sinalizagdo (Figura 5). Em midcitos cardiacos, a inibigdo parcial da Na*/K* ATPase pela
Ouabaina estimula a hipertrofia celular e regula a transcricdo de diversos genes (LINGREL;
KUNTZWEILER, 1994). Estes efeitos da Ouabaina envolvem a ativacdo de multiplas vias,
incluindo a ativagao da cinase Src e a fosforilagdo em residuos de tirosina do receptor do
fator de crescimento epidermal (EGF), fenbmeno esse que precede a ativagdo da cascata
de sinalizagao que envolve RAS, RAF, MEK e ERK. Além disso, a geragdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) também esta envolvida na sinalizagdo desencadeada por essa
substancia (HAAS, ASKARI, XIE 2000). Nesse mesmo modelo foi descrito o aumento dos
niveis do RNA mensageiro de c-jun e c-fos e do fator de transcricdo AP-1 pela Ouabaina
(PENG et al, 1996).

De modo distinto, doses nao-téxicas de Ouabaina aplicadas cronicamente promovem
a morte por apoptose de células cardiacas de ratos que envolvem a via da CaMKIl (SAPIA
et al., 2010). Sabe-se que as oscilagdes de Ca* da membrana plasmatica sinalizam através
da membrana e resultam na translocacao do fator de transcricio NF-kB para o nucleo e
ativagao da transcricdo génica (SCHEINER-BOBIS, SCHONER, 2001).
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FIGURA 5: Representagdo esquematica de algumas vias de sinalizag&o iniciadas pela Ouabaina.
Todas essas vias sao representativas de eventos independentes da modificagdo na mudanga das
taxas de ions Na+/K+. A maioria dessas vias € desencadeada por concentragdes nanomolares da
substancia. EGFR: fator de crescimento epitelial; MEK: proteina quinase ativada por mitégenos; ET-1:
endotelina-1. FONTE: modificado de HARWOOD; YAQOOB, 2005.

Nos ultimos anos intensificaram-se os estudos sobre a atuacado fisiolégica da
Ouabaina. Neste trabalho enfocaremos a atuacgdo fisiolégica da Ouabaina no sistema

imunolégico.

1.3.1. Atuacao da Ouabaina no sistema imunolégico

Varios trabalhos evidenciam o papel modulador da Ouabaina no sistema imunoldgico
(RODRIGUES-MASCARENHAS et al, 2009). Esse digitalico, em linfécitos maduros, é capaz
de exercer efeitos inibitérios sobre a proliferacao linfocitaria induzida por diversos estimulos
(QUASTEL; KAPLAN, 1968; MORAES et al, 1989), CD3 (SZAMEL et al.,1995), éster de
forbol (TPA) (OLEJ et al., 1994) e interleucina-2 (IL-2) (STOECK, NORTHOFF, RESCH,
1983; OLEJ et al, 1998), assim como sobre a geragao de células LAK, sem no entanto, inibir

a atividade citotoxica dessas células (OLEJ, et al, 1994).

Pesquisas revelam que a Ouabaina é capaz de induzir a morte por apoptose em
linfécitos ativados (OLEJ et al., 1998, ESTEVES et al., 2005), o que também foi evidenciado
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por outros autores em células Jurkat (ORLOV et al.,1999), e em linfocitos do sangue
periférico, sendo desencadeada pela forma hipotalamica da substancia (ANNER et al,
1994). Estudos demonstram também que em linfécitos estimulados com o mitégeno PHA, a
Ouabaina induz um aumento da expressao do proto-oncogen c-myc, levando parte dessa
populacdo a morte por apoptose e esse fendbmeno nao esta relacionado com a expressao da
molécula CD95/Fas (OLEJ et al, 1998; ESTEVES et al, 2005).

Sabe-se que a Ouabaina é capaz de induzir a expressdao de CD69, uma molécula
presente na maturagdo dos linfécitos T, em timécitos murinos, mediante o influxo de calcio
do meio extracelular (RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2003). Pesquisas mostram
também que baixas concentragdes de Ouabaina sdo capazes de aumentar os niveis de
Ca* intracelular (ECHEVARRIA-LIMA et al., 2003). Nestas células este digitalico é capaz de
inibir a proliferagdo desencadeada pelo mitdgeno CoNA (SZAMEL et al., 1981), sendo este
efeito relacionado possivelmente a sua capacidade de reduzir a atividade da MAPK p38 e os
niveis de NFATc1, culminando com a redugdo na expressao do receptor de IL-2, uma
citocina importante para a proliferagao linfocitaria (RODRIGUES- MASCARENHAS et al.,
2008).

A inibicdo da Na'/K" - ATPase através de concentragdes elevadas de Ouabaina
causa despolarizagdo da membrana plasmatica de linfécitos in vitro e potencializa a morte
induzida por glicocorticéides (MANN et al.,2001). Em estudos com camundongos tratados
com Quabaina, verificou-se uma exacerbacido dos efeitos imunossupressores produzidos
pela hidrocortisona, associado a morte dos timdcitos por apoptose (RODRIGUES
MASCARENHAS, DOS SANTOS, RUMJANEK, 2006). A redugdo dos niveis de K*
intracelular promovida pela Ouabaina pode estar relacionada a apoptose, visto que o K* é
capaz de inibir a atividade das caspases (BORTNER, HUGHES, CIDLOWSKI, 1997).

Percebe-se também a modificacdo nos padroes de secrecao de diversas citocinas, a
exemplo do aumento de producdo de IL-1-B por macréfagos tratados com o glicosideo
(DORNAND et al, 1984). Esta citocina esta relacionada a indugao da via das caspases, IL-1-
a (MATSUMORI et al, 2000) e TNF-a (FOEY, CRAWFORD, HALL, 1997; MATSUMORI A.
et al, 1997), moléculas que também podem se encontrar modificadas, independentes desta
via. Em contrapartida, em outros modelos, a Ouabaina mostra-se capaz de inibir, in vitro e in
vivo, a producdao de citocinas pro-inflamatérias, a exemplo do TNF-a e da IL-6
(MATSUMORI et al., 1997).

Sabe-se também que in vitro a Ouabaina modifica a maturagdo de células

dendriticas, alterando o padrdo de expressdo de suas moléculas de membrana (CD83).
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Essa modificagdo inclui moléculas essenciais a sua ativagdo, porém é independente de
estimulos ativadores (NASCIMENTO, 2009).

Estudos reportam que a Ouabaina diminui a expressdo do CD14 (mCD14)
(VALENTE et al., 2009), uma glicoproteina presente na linhagem mieldide responsavel pela
eliminagao de patégenos bacterianos e fungicos, que ativa receptor Toll-like. Essa molécula
desencadeia a resposta inflamatéria contra diversos patégenos, e também esta envolvido no
reconhecimento da fosfatidilserina em células apoptoéticas e conseqliente promocao da
fagocitose (GREGORY, 2000; LANDMANN, MULLER, ZIMMER, 2000; DOBROVOLSKAIA,
VOGEL, 2002).

Estudos recentes mostram que a Ouabaina diminui 0 niumero total de células da
medula 6ssea, sendo este um reflexo da diminuicdo das células (B220high-lgMhigh),
marcacao referentes aos linfécitos B maduros. Os resultados de diminuigdo de células B
maduras repetem-se no bago e no sangue periférico. Sugere-se que esse efeito seja devido
ao sinergismo da Ouabaina com glicocorticéides, impedindo a maturacao de células B, ja

que in vitro os mesmos resultados nao foram observados (de PAIVA et al., 2011).

Apesar de todas as investigacdes sobre a atuagdo da Ouabaina no sistema
imunoldgico e a demonstracao de efeitos imunossupressores, pouco se sabe sobre o efeito

da Ouabaina em processos inflamatérios e nociceptivos.

1.4. Inflamagao

A inflamacao pode ser definida como uma resposta protetora, desencadeada por
injuria tecidual que serve para destruir e diluir o agente lesivo, restaurando assim o tecido
injuriado  (MARIOTTI, 2004). A resposta inflamatéria envolve a atuagdo de diversos

mediadores e tipos celulares tanto da resposta imune inata quanto adaptativa.

A resposta imune inata esta relacionada a componentes celulares a exemplo dos
macrofagos, células dendriticas, NK, neutréfilos e alguns mediadores como proteinas do
complemento e elementos da cascata de coagulagcéo. A resposta imune adaptativa € uma
resposta direcionada, e envolve a atuacado de linfocitos e imunidade celular e humoral. A
inflamacao pode ser classificada duas maneiras: inflamagao aguda e inflamacao crdnica,
dependendo dos componentes celulares envolvidos (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004).

A inflamacdo aguda é um processo de curta duragdo (horas a meses), e envolve

mediadores como prostanoides e NO, substancias que provocam os sinais classicos iniciais
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do processo inflamatério (dor, calor, rubor e edema, acompanhados ou ndo da perda de
fungéo do tecido do ¢rgao afetado) (ROCHA e SILVA, 1978; SEDGWICK; WILLOUGHBY,
1985). A inflamacdo aguda pode ser finalizada com a resolu¢cdo de todos os eventos
caracteristicos da reacao inflamatoéria e retorno do tecido lesionado a normalidade ou sua
substituicdo por tecido conjuntivo (GILROY et al., 2004; ADEREM; SMITH, 2004).

Caso o processo inflamatério progrida, ha o desenvolvimento de uma inflamagéo
cronica, que pode durar de semanas a anos, e caracteriza-se por um infiltrado de células
mononucleares, que incluem macrofagos, linfécitos e plasmécitos. Durante a inflamagéao
crbnica, geralmente ha a presenca de um processo inflamatdério ativo, tentativas de reparo
tecidual e consequente destruicao do tecido e formacao de fibrose (GILROY et al., 2004;
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). A inflamagao crbénica €& envolvida em diversas

patologias a exemplo da artrite reumatoide, aterosclerose, entre outras.

1.4.1. Inflamagao aguda

A palavra inflamacéo, deriva do grego “phlogosis” e do latim “flamma”, significa fogo,
area em chamas. As primeiras descricdes desse processo datam de aproximadamente 3000
a.C. em papiros egipcios. Celsius, um escritor romano descreve detalhadamente os sinais
da inflamagédo aguda caracterizados pelo aumento no fluxo sanguineo e a dilatagédo dos
pequenos vasos (rubor), aumento da permeabilidade vascular (fumor), com consequente
aumento na temperatura do local (calor). Adicionalmente era descrita a passagem de
leucécitos para o sitio inflamatério, 0 que ocasionava, associado aos outros fatores, a dor
(dolor). Virchow cita, posteriormente, o ultimo sinal da inflamagdo como sendo a perda de
funcéo (functio laesa). John Hunter, um cirurgido escocés, relatou no ano de 1793, que a
inflamacdo ndo € uma doenga, mas uma resposta sem especificidade, com objetivos
salutares ao hospedeiro (CASTARDO, 2007).

Atualmente existe uma caracterizacdo microscopica e histolégica da resposta
inflamatéria aguda. Sabe-se que é representada, por uma série de eventos que incluem
dilatacao de arteriolas, capilares e vénulas promovendo um aumento da permeabilidade e
fluxo sanglineo. Esse aumento da permeabilidade ocasiona a formagdo do edema,
resultado do efluxo vascular de fluido rico em proteinas (plasma) a partir dos
compartimentos intersticiais. Este fato deve-se a liberagdo de diversos fatores, como
histamina, bradicinina, leucotrienos, substédncia P e PAF (ALl et al, 1997;
FRANGOGIANNIS et al., 2000; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).
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Na fase aguda da resposta inflamatdria, ocorre também a liberagdo de varios
mediadores em especial componentes do complemento, a exemplo dos fragmentos C3a e
Cba, leucotrienos, quimiocinas (como a IL-8) e ainda bioprodutos bacterianos como
peptideos N-formilados, que promovem a quimiotaxia de leucdcitos e outras células
fagociticas para o foco inflamatério (SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 2004; ADEREM;
SMITH, 2004).

O endotélio ativado permite o extravasamento seletivo de células, a exemplo de
neutréfilos e macrofagos. Essa seletividade € promovida pela ligagao dessas células ao
endotélio, através da expressao de selectinas e integrinas e receptores de quimiocinas, bem
como da formacao de espacos extravasculares (MEDZHITOV, 2008). Essas proteinas de
adesdo dao origem a um processo encadeado, necessario para migragcao de leucdcitos para
o sitio inflamado: marginacéo, adesao e diapedese. As células que inicialmente dirigem-se
ao foco inflamatério sdo os neutrdéfilos, devido ao seu baixo peso molecular (Figura 6)
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

O reparo tecidual ocorre durante a inflamagdo quando ha um recrutamento e
proliferacdo de neutrdfilos, macréfagos e fibroblastos, bem como a angioneogénese
(formagao de novos vasos) revascularizando o tecido recém-formado (tecido de granulagao)
(RITTNER, BRACK, STEIN, 2008; XU et al., 2010, REN, DUBNER, 2010).
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FIGURA 6: Mecanismos de rolamento, aderéncia, diapedese e quimiotaxiande neutrofilos. As

interacdes dessas células com o endotélio sdo mediadas por selectinas e seus ligantes que facilitam
o rolamento. A interacdo com integrinas e moléculas de adesao intercellular (ICAM), facilitam a

migragéo para o foco inflamatério. Essas células sédo levadas ao local exato através de moléculas
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quimioatrativas a exemplo das quimiocinas e produtos bacterianos. FONTE: (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004).

A resposta inflamatoria representa um processo biolégico e bioquimico complexo que
envolve o sistema imunoldgico e inumeras outras proteinas. A comunicagao célula-a-célula
e as moléculas de comunicacio, a exemplo das citocinas, sdo extremamente importantes

para o desencadeamento do processo inflamatério (RANKIN, 2004).

1.4.1.1. Componentes envolvidos na resposta inflamatéria aguda

1.4.1.11. “Sinais de perigo” e receptores Toll like

A inflamacao pode ser desencadeada via estimulos infecciosos, através dos padroes
moleculares associados a patdgenos (do inglés- PAMPs), porém a resposta inflamatéria
também pode ser desencadeada em condi¢des estéreis. Nesse contexto, o desenvolvimento
do processo inflamatdrio esta relacionado a moléculas enddégenas, chamadas de padrdes

moleculares associados a danos (do inglés — DAMPs).

Esse conjunto de padrdes (DAMPSs) inclui varias moléculas liberadas por células
(ativadas ou necroéticas) ou componentes da matriz extracelular, que tém sua expressao
aumentada durante a injuria tecidual. Em pequenas quantidades, essas substancias sao
essenciais na resposta imune e restauragédo da homeostase (JANEWAY JR & MEDZHITOV,
2002; GORDON, 2002; BIANCHI, 2007; BEUTLER, 2007).

Dentre as DAMPs destacam-se proteinas do choque térmico (HSP70, Gp96, HSP22,
HSP72) (ASEA et al., 2002; VABULAS, et al., 2002; ROELOFS et al., 2006; WHEELER et al.
2009); moléculas da matriz extracelular como bioglicano (SCHAEFER et al, 2005),
tenascina-C (MIDWOQD et al., 2009), versicana (KIM et al., 2009), fragmentos da MEC,
como os oligossacarideos de acido hialurénico (TERMEER et al., 2002) e sulfato de
heparina (JOHNSON et al, 2002). Outras moléculas também podem ser consideradas
DAMPs, a exemplo de acidos nucléicos proprios, como RNA mensageiro (KARIK'O et al.,
2004), RNA de fita simples (VOLLMER et al., 2005); complexos de cromatina de IgG
(LEADBETTER et al., 2002), anticorpos anti-fosfolipideos (HURST et al.,, 2009) dentre

outras.

A reposta a esses fatores envolvem a producéo e liberacao de diversas citocinas pro-
inflamatérias, genes de reparo e, em alguns tipos celulares, como as células dendriticas,

promove a superexpressao de MHC e moléculas co-estimulatérias o que promove a
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maturagao dessas células e produgéo de citocinas imunoestimulatérias (BANCHEREAU &
STEINMAN, 1998).

Dentre os receptores que respondem aos DAMPs, destacam-se os receptores Toll-
like, os quais promovem o desencadeamento de diferentes cascatas de sinalizagdo. Dentre
essas vias, a melhor descrita é a via do NFkB, a qual culmina com a expressao de diversos
genes, envolvidos no desenvolvimento da resposta inflamatéria (GHOSH et al.,1998;
ADEREM & ULEVITCH, 2000; AKIRA et al., 2001; JANEWAY JR & MEDZHITOV, 2002).

1.4.1.1.2. Mediadores envolvidos na resposta inflamatoéria

Véarios sdao o0s mediadores envolvidos no inicio e manutengdo do processo
inflamatério. Os mediadores celulares podem ser produzidos por leucécitos ou células
presentes no local. Alguns mediadores, como a histamina e a serotonina, podem ser
estocados em granulécitos, mastdcitos, baséfilos e plaquetas. Outros mediadores podem
ser circulantes no plasma como precursores inativos ou ser produzidos em resposta a algum
sinal inflamatoério. Podemos dividir esses mediadores, classificando-os em grupos distintos,
a depender de algumas propriedades bioquimicas peculiares a cada um (KUMAR,
COTRAN, ROBBINS, 2003).

1.4.1.1.2.1. Aminas vasoativas

Sao produzidas quando ha degranulagdo de mastécitos ou plaquetas. Causam
efeitos complexos na vasculatura, como aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacao
ou vasoconstriccdo a depender do contexto. Estdo envolvidas na formagdo de edema e
prurido, bem como em processos nociceptivos causados por condi¢des inflamatdrias (KAY,

2001). Dentre essas aminas vasoativas, destacam-se a serotonina e a histamina.

A serotonina é liberada majoritariamente por plaquetas, mastdocitos e células
enterocromafins (GERSHON, TACK, 2007), e em menor propor¢ao pelas células neuro-
endoteliais do pulm&o e no nucleo da rafe, no cérebro (LINDER et al., 2007). Essa
substancia contribui para a iniciacao da inflamacéo através da ativacdo direta de células
endoteliais de capilares locais, aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de
células T efetoras para mediar a inflamagédo cutanea (FANBURG, LEE, 1997; CAZZOLA,
MATERA, 2000; BARNES, 2001). Promove também o aumento da expressao de TNF-a e
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sintese e indugcdo de fatores quimiotaticos para neutréfilos (STERNEBERG, TRIAL,
PARKER, 1986; ARZT et al, 1991).

A serotonina esta envolvida na formacgéo do edema provavelmente por uma via Ca**
dependente no musculo liso. E envolvida também na nocicepgéo periférica (KAYSER et al.,
2007), porém o agonismo dos seus receptores demonstraram antinocicepgao a nivel central
(SASAKI et al., 2003).

1.4.1.1.2.1.1. Histamina

A histamina foi descoberta em 1910, por Dale e Laidlaw, como estimulante uterino,
do musculo liso e vasodepressor. Além disso, foi demonstrado que a histamina estava
envolvida na fisiopatologia da anafilaxia (DALE, LAIDLAW, 1911). Atualmente, sabe-se que
a histamina é produzida por diversas células incluindo neurénios do sistema nervoso central,
células semelhantes a enterocromafins, células hematopoiéticas, macréfagos, linfécitos, e
especialmente pelos mastdcitos e baséfilos (JUTEL, BLASER, AKDIS, 2005)

A histamina é uma proteina de baixo peso molecular, sintetizada através da
descarboxilagdo da L-histidina, pela histidina descarboxilase (MOYA-GARCIA, MEDINA,
SANCHEZ-JIMENEZ, 2005) e esta envolvida em diferentes condi¢des fisiologicas e
patoldgicas. Esses eventos envolvem proliferagédo e diferenciagéo celular, hematopoese,
desenvolvimento embrionario, cicatrizagao de feridas, cognigdo, memoria, ciclo circadiano,
energia e homeostase enddcrina (HIGUCHI, 2000; YOKOVAMA, 2001; JUTEL et al, 2002;
MACGLASHAN, 2003; HASS, PANULA, 2003;DY, SCHENEIDER, 2004).

Os efeitos da histamina sdo mediados pela sua ligagdo com quatro subtipos de
receptores: HR1, HR2, HR3 e HR4 (JUTEL, BBLASER, AKDIS, 2005). Todos esses
receptores pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G. A ativagao do HR1
estimula as vias sinalizadoras do fosfolipideo inositol, culminando na formagao do IP; e do
DAG, levando ao aumento do calcio intracelular. Além disso, o HR1, quando estimulado,
pode ativar outras vias de sinalizacao intracelular, tais como a via da fosfolipase D e a da
fosfolipase A. Demonstrou-se também que o estimulo do HR1 pode levar a ativagao do fator
de transcricdo nuclear NFkB, estando ambos envolvidos nas doencgas alérgicas (Figura 7)
(HILL et al, 1997). O receptor H2 liga-se a proteina Gs ativando a via da adenilato ciclase,
enquanto que o H3 e H4 acoplam a proteinas Gi e inibem essa via (Figura 8) (CRIADO et al,
2010).
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FIGURA 7: Receptores H1 e sua acdo na transcricdo génica de mediadores inflamatérios. Quando a
histamina se liga aos receptores H1 (HR1) ocorre um estimulo e mudanga conformacional desses
receptores que determina a ativagdo de duas vias: (i) a da fosfolipase C (PLC), ativando a proteina
quinase C (PKC), que impede a separacao do dimero formado pelo I-kB e pelo NFkB, o que resulta
na liberagdo desse ultimo, que adentra o nudcleo celular e atua estimulando a ativagao dos genes

codificadores dos mediadores inflamatoérios. Fonte: CRIADO et al. 2010.

Sabe-se que a histamina associada a outros mediadores é uma das principais
responsaveis pelo extravasamento de liquido para o espacgo intersticial e consequente
formagdo do edema (SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 2004). Um dos motivos desse
extravasamento de liquido é a fosforilagdo da tirosina da VE- caderina e catetina,
promovendo uma dissociacdo da VE-caderina do citoesqueleto (ANDRIOPOULQOU, P. et al.
1999).

A expressao dos receptores H1 e H2 no endotélio promove ao aumento de
moléculas de adesao intracelular e vascular como a ICAM-1 e a V-CAM1, além da P-
selectina, o que facilita a migragdo dos leucdcitos pra o sitio (LO, FAN, 1987; KUBES,
KANWAR, 1994; YAMAKI et al., 1998). Adicionalmente a histamina atua no amadurecimento
de células dendritricas, aumentando sua capacidade de apresentagcdo de antigenos e
modifica a via do NFkB (SZEBERENY!I et al., 2001; BAKKER et al. 2001). Todos esses

mecanismos fazem com que a histamina promova seu efeito pré-inflamatoério.
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Receptor de  Expressao em células/tecidos Sinais intracclulares de ativacao  Proteinas G

histamina

HR1 Células neurais, misculo liso vascular e vias aéreas, Principal sinalizador: aumento do  Gg/11
endotélio, hepatacitos, células epiteliais, neutrofilos,  Ca2+. Outros: PhLC, PhLD, GMPc,
cosinofilos, dendracitos, mondcitos, LT ¢ LB, PhLA, NFkB

HR2 Células neurais, misculo liso vascular e vias aéreas, Principal sinalizador: aumento do G=%S
endotélio, hepatdcitos, condrocitos, células epitelinis, AMPc. Outros: adenileiclase, c-Fos,
neutrdfilos, cosindfilos, dendrocitos, mondcitos, LT e LB, ¢-Jun, PKC, p7056K.

HR3 Neurdnios histaminérgicos, eosindfilos, dendrocitos,  Principal sinalizador: inibicio do  Gi/o
mondcitos, baixa expressao nos tecidos periféricos.  AMPc. Outros: aumento do Ca2+,
Inibe a liberagio e sintese da histamina. MAP kinase.

HR4 Alta expressio na medula ossea e células  Aumento Ca2+, inibicao do AMPc Gifo

hematopoiéticas periféricas, eos., neutrdfilos, den-
dricitos, LT, basofilos, mastdcitos; baixa expressdo em
tecidos periféricos, hepatdcitos, bago, timo, pulmoes,
intestino e coracio. Estimula quimiotaxia de eosinofi-
los € mastocitos.

Eos., eosindfilo; LB, linfocito B; LT, linfdcito T; PRC, proteina quinase C; AMPe, adenosina monolosfato ciclico; PhLC, fosfolipase C;
PhLD, fostolipase D; PhLA, fosfolipase A; NFkB, fator nuclear de transcricio kappa
Fonte adaptada: Jutel M, et al.'

FIGURA 8: Tabela dos receptores de histamina, expressao tecidual, respectivas vias de sinalizagéo e
tipo de proteina G acoplada. Fonte: CRIADO et al. 2010.

1.4.1.1.2.2. Eicosanodides

Os eicosanoides sdo mediadores lipidicos formados por uma cadeia de 20 carbonos
(do grego eikosi =vinte). Sdo moléculas biologicamente ativas, em condigbes fisioldgicas e
patoldgicas, pois sua interagdo com receptores ocasiona a ativagdo de vias de transdugao
de sinal especificas, que consequentemente conduzem a respostas celulares. Estas
respostas sao inerentes ao processo inflamatdrio e correspondem a sinais e sintomas como
dor, febre, aumento da permeabilidade vascular e quimiotaxia de leucécitos, especialmente
neutrofilos (MILLER, 2006).

Essas moléculas sao derivadas de fosfolipideos presentes na membrana interna da
célula. Sao formados a partir da via do acido aracdénico, logo apds a ativagao celular
através dos ions Ca?" Nesse contexto, a fosfolipase A2 gera acido aracddnico e acido
lisofosfatidico. Existem duas vias essenciais para a producdo dos eicosandides: a via da
cicloxigenase (que origina as prostaglandinas) e a via da lipoxigenase (que origina os
leucotrienos) (MILLER, 2006).

Na via da ciclooxigenase, o acido aracdbnico & metabolizado para formar os
eicosandides, através da enzima ciclooxigenase (COX), que pode ser a forma constitutiva
(COX1) ou a forma indutiva (COX2) ou a COX-3, uma isoforma especifica, presente em
tecidos como cérebro e coracdo (CHANDRASEKHARAN et al., 2002; MILLER, 2006).



VASCONCELQS, D.I.B. Introducao 38

Estudos demonstram que os sitios ativos dessas enzimas diferem estruturalmente, devido a
algumas peculiaridades genéticas e  estruturais (MORITA et al, 1995;
CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Fisiologicamente, a COX-1 é expressa constitutivamente em altos niveis por células
e tecidos a exemplo de células endoteliais, mondcitos, plaquetas, tubulos coletores renais e
vesiculas seminais e atua de forma ubiqua (SMITH, DeWITT, 1996) possuindo papel
regulador de diversos aspectos fisiolégicos a exemplo da citoprotegdo, hemostasia primaria
gastrica, homeostase vascular e hemodindmica renal. Existem controvérsias acerca da
atuagao da COX-1 no processo inflamatério, visto que estudos demonstram que os niveis de
RNA mensageiro (mMRNA) em tecidos inflamados e normais ndo se alteram (SMITH,
DeWITT, GARAVITO, 2000), enquanto outros modelos evidenciam sua necessidade no

desencadeamento e manutencgao do processo inflamatério (GOULET et al., 2004).

A COX-2 é a isoforma que geralmente é induzida. A regido promotora de seu gene é
responsiva a diversos fatores de transcricao ativados por fatores de crescimento e citocinas
pré-inflamatdrias (IL-1a, IL-1B8, TNFa, e LPS), o que explica sua indugdo pelo processo
inflamatério (HEMPEL, MONICK, HUNNINGHAKE, 1994; GENG et al. 1995; SATO et
al.,1996; BLAIN et al., 2000). Apesar disso, a COX-2 é expressa de modo basal em alguns
tecidos, a exemplo do cérebro e da préstata e este fendmeno parece estar envolvido em
funcbes especificas da reprodugao, fisiologia renal e reabsorgdo éssea (De WITT, KRAIG,
1995; LIM et al.,1997; BREDER, PILBEAM et al., 1997; CHENG et al., 1999). A isoforma
COX-3 parece estar mais relacionada ao desencadeamento de dor e febre, do que a propria
promogao da inflamagdo (CHANDRASEKHARAN et al.,2002).

Essas ciclooxigenases (COX-1; COX-2 e COX-3), formam os precursores PGG2 e
PGH2. Prostaglandinas sintases ou isomerases convertem PGH2 em prostaglandinas
metabolicamente ativas (PGD2, PGE2, PGF2a, PGI2 [prostaciclinas]) e TXA2, chamados
coletivamente de prostandides. Esses prostandides exercem fungdes majoritariamente na
via semelhante a rodopsina, atuando através de receptores acoplados a proteinas- G que
diferem em seletividade, distribuicao tecidual e vias de transducao de sinais. As substancias
geradas sao prostaglandinas e tromboxanos. Essas prostaglandinas, a exemplo da PGE2 e
PGI2, provocam vasodilatagédo e hiperalgesia, bem como agem como potentes indutores da
febre. Se a via for através da lipoxigenase, ha a geracao de leucotrienos e lipoxinas. As
lipoxinas (resolvinas e protectinas) inibem a inflamacao e promovem o feedback negativo
para sua resolugdo (MEDZHITOV, 2008)(Figura 9).
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FIGURA 9: Esquema representativo do metabolismo do acido aracddnico pela via da cicloxigenase e

lipoxigenase.

1.4.1.1.2.21. Prostaglandinas

Prostaglandinas s&o pequenas moléculas lipidicas que regulam numerosos
processos do corpo incluindo a fungdo renal, agregacao plaquetaria, liberacao de
neurotransmissores e modulacdo da respostas imune. Sdo produzidas através da via do
acido aracdonico pelas enzimas cicloxigenases (Figura 10) (PHIPPS et al 1991; GOETZL et
al., 1995). Todas as células, com excecdo das hemacias tém capacidade de produzi-las
(MILLER, 2006).

Prostaglandina sintases, sdo enzimas celulares especificas que convertem o produto
da COX, o PGH2 em uma série de outras prostaglandinas (PGI2, PGF2, PGD2 e PGE2).
Atualmente sabe-se que prostagladina sintases sao induzidas por estimulos inflamatdrios
(FILION et al., 2001). Quando ha a producdo das prostaglandinas, pelas prostagladinas
sintase, essas sao liberadas e rapidamente atuam em células vizinhas através da ligacéo a

receptores especificos de alta afinidade na membrana plasmatica (NARUMIYA, 1994).
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FIGURA 10: Produgéo das prostaglandinas através da via da cicloxigenase. FONTE: modificado de
FOLCO, MURPHY, 2006.

As prostaglandinas ligam a receptores acoplados a proteinas G na superficie celular.
Varios tipos desses receptores foram descritos, a exemplo dos DP, EP, FP, IP e TP
(COLEMAN, SMITH, NARUMIYA, 1994; NARUMIYA, SUGIMOTO, USHIKUBI, 1999). PGE,
€ uma importante prostaglandina relacionada a inflamagao e a nocicepcao. A PGE2 liga-se
a receptores EP e, em altas concentragbes, liga-se também a receptores IP. Essa
prostaglandina é produzida por diversos tipos celulares, incluindo fibroblastos, macréfagos e
alguns tipos de células cancerosas, exercendo agdo em um ou em varios dos seus 4
subtipos de receptores EP (EP1, EP2, EP3 e EP4 )(Figura 11). Todos esses receptores sao
do tipo rodopsina, com sete dominios transmembrana e acoplados a proteinas G,
produzindo diferentes segundos mensageiros (BREYER et al. 2001). O subtipo EP3 é

diversificado tanto em camundongos (a,B,y) quanto em humanos (sete subtipos).

A expressao desses receptores esta intimamente relacionada a agentes inflamatérios
e a propria PGE2 pode afetar essa expressao (NARUMIYA, 1994; BREYER. et al., 2001;
WEINREB et al., 2001). Esses receptores modulam a transcricido de diversos fatores,
incluindo genes que codificam a iINOS (BOIE et al, 1994). Adicionalmente tanto os
receptores EP quanto os IP sdo importantes mediadores da dor inflamatéria (BLEYet al.,
1998). Quando ligada a esses receptores, a PGE2 aumenta a liberagéo de diversos fatores como

substancia P e calcitonina, na inflamag&o neurogénica. Juntos, a PGE2 e esses mediadores atuam
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sinergicamente com a bradicinina e para induzir hiperalgesia (DRAY, 1995; VANEGAS; SCHAIBLE,
2001; RICHARDSON, VASKO, 2002).

T TR TR
iy —— Gy — Gy
/'//” Plpg Ra l l

AP — > AC e

Pb@ ,‘f ;ﬁg* A o

cAM F'+ — PK-_‘B; — Regulagéo génica

TRENDS in immunalogy

FIGURA 11: Receptores de PGE2 e suas vias de sinalizagdo. FONTE: modificado de HARRIS et al.,
2002.

1.4.1.1.2.3. Cininas

Cininas sao substancias extremamente importantes no desencadeamento da
inflamacao. Exercem efeitos na liberagdo de prostandides, citocinas e radicais livres, por
uma variedade de células. Adicionalmente as cininas sdo habeis em degranular mastocitos
causando a liberacdo de varios mediadores inflamatérios, especialmente a histamina que
causam aumento da permeabilidade vascular (HALL, GEPPETTI, 1995).

As cininas também atuam estimulando neurénios simpaticos pos-ganglionares e
atuam como substéncias algogénicas através da estimulagdo direta de nociceptores. As
cininas agem sinergizando com outras substéncias a exemplo das prostaglandinas,
serotonina e substancia P (RANG, BEVAN, DRAY, 1994).

A produgao das cininas pode ocorrer tanto no sangue (bradicinina) como nos tecidos
(kalidina). Ambos agem através dos receptores B1 e B2. Tanto a bradicinina quanto a
kalidina séo bastante habeis estimuladores do receptor B2 (STERANKA et al., 1988; DRAY,
PERKINS, 1993; HALL, 1992; PERKINS, CAMPBELL, DRAY, 1993; MENKE et al., 1994).
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1.4.1.1.2.3.1. Bradicinina

Bradicinina é a substancia endogena importante na producdo da dor (DRAY,
PERKINS, 1993; MIZUMURA et al. 2009). E um peptideo de 9 aminoéacidos, formado
através da clivagem de um precursor de 110 kDa denominado cininogénio por uma
calicreina serina protease. A calicreina é formada através da pré-calicreina, sendo esse
fator acelerado pelo Fator Xll (fator de Hageman) produzido em tecidos danificados (Figura
13). Quando formada, a bradicinina fica retida nos tecidos e atua como mediador local na
resposta inflamatdria e em processos nociceptivos (MOREAU et al., 2005). Sabe-se que a

bradicinina provoca seus efeitos nociceptivos principalmente através dos receptores B2.

Pré-calicreina

FaturKII——nh-l o g
Cininogénio

Calicreina =~~~ """l

___Bradicinina

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pra-Phe-Arg

FIGURA 12: Via de produgéo da bradicinina. FONTE: modificado de BROWN; PASSMORE, 2010.

Esses receptores estdo presentes em neurbnios sensitivos e sdao acoplados a
proteinas G, estimulando a via da fosfolipase C e gerando segundos mensageiros, a
exemplos do IP; e do DAG. O IP3 estimula a abertura de canais intracelulares para
liberagao de Ca®*, enquanto o DAG fosforila a proteina quinase C (PKC), que fosforila outros
receptores de membrana e canais de ions. Sabe-se que a via da PKC é essencial para
desencadear a excitacdo de fibras aferentes induzida por bradicinina e o aumento da
permeabilidade da membrana a ions a exemplo do Na®. Essa despolarizagdo causa o influxo
de calcio promovendo a liberacdo de outras substancias da via do acido aracdénico e
substancia P (THAYER et al., 1988; RANG, BEVAN, DRAY, 1994).

1.4.1.1.2.4. Citocinas pré-inflamatérias

Citocinas sado pequenas proteinas com peso molecular que variam entre 8 e 40
daltons, nao relacionadas estruturalmente, mas fisiologicamente estdo envolvidas nas
repostas a infecgdes e injuria tecidual. Inicialmente essa classe de proteinas foi denominada

linfocinas e/ou monocinas, dependendo de sua célula produtora (DINARELO, 2000).
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As citocinas sdo compostas por duas classes principais: as citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, INF-y, IL-1, IL-6, entre outras) e as citocinas anti-inflamatérias (IL-4,
IL10 e IL-13). Esse conceito € baseado na sintese de pequenas moléculas mediadoras que
regulam positivamente a inflamagéo, a exemplo da fosfolipase A2, cicloxigenase (COX-2) e
iNOs. A indugdo desses genes promove a sintese de varias enzimas inflamatorias, a
exemplo do PAF, LTs, prostandides e NO. As ditas citocinas anti-inflamatérias, sao aquelas
habeis em suprimir genes de citocinas pro-inflamatérias. Alguns exemplos de citocinas anti-
inflamatoérias sdo a IL-4, IL10 e IL-13 (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

As citocinas pro-inflamatérias sao produzidas por diversos tipos celulares,
principalmente por macréfagos e mastécitos e possuem efeito pleiotrépico e redundante.
Essas citocinas tém importante atuagcido na inflamacéo, incluindo ativagdo do endotélio e
recrutamento de leucécitos na fase aguda da inflamagdo. Na via imunolégica essas
proteinas estao associadas com proliferagdo diferenciagdo e modificacdo na expressao
génica, bem como sdo essenciais para a sintese de proteinas da matriz e crescimento
celular para o reparo tecidual (LMAUVIEL, 1993; MEDZHITOV, 2008). O envolvimento
dessas citocinas esta relacionado a resposta imune precoce a infecgédo e injuria tecidual

através do recrutamento de leucdcitos e ativagdo das mesmas.

Dentre as citocinas pro-inflamatérias destacamos: o fator de necrose tumoral- a
(TNF-a) que atua como fator ativador de leucdcitos e fator de crescimento (DINARELLO,
2009); o Interferon-y (IFN-y) que atua tanto na resposta celular (quimiotaxia de macrofagos)
quanto humoral (troca do isotipo para IgG) (VARMA, 2002) e induz a sintese de TNF; a
Interleucina-1 (IL-1) que pertence a uma familia de interleucinas relacionadas a
modificagbes nos linfécitos, producao de outras citocinas pro-inflamatérias e atuante na
resposta humoral. Um importante papel da IL-1 é induzir a expressédo de genes da COX-2;
fosfolipase A2; iINOS bem como outras citocinas pro- inflamatérias a exemplo da
Interleucina-6 (IL-6), essencial para o desencadeamento do processo inflamatério agudo
(ANTONI et al., 1986; NAKAE et al., 2001).

Essas citocinas agem sinergicamente e com redundancia. Temos como exemplo a
capacidade da IL-1 e IL-6 induzirem a sintese de prostanodides, bem como a capacidade do
TNF-a e IL-1, produzir a febre, estimular a produgéo de citocinas de fase aguda no figado e
causar lesédo endotelial através de ativagéo celular (Figura 13) (ANTONI et al., 1986; NAKAE
et al.,, 2001; SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 2004).
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FIGURA 13: A cascata inflamatéria desencadeada por IL-1 e TNF. FONTE: modificado de
DINARELLO, 2009.

1.4.1.1.2.,5. Citocinas quimiotaticas ou quimiocinas

Quimiocinas séo proteinas de baixo peso molecular (7-9 kd) e podem ser divididas
em quatro subfamilias (C, CC, CXC,CX3C), baseada em sua estrutura primaria (WANG et
al., 1998). Os receptores de quimiocinas sdo acoplados a proteina G e possuem estrutura
similar, porém sua funcionalidade é diversa. Eles desenvolvem ligantes e especificidade de

leucécitos para entdo determinar as caracteristicas do infiltrado inflamatério.

Injuria ou invasédo tecidual é caracterizada pelo aumento da produg&o de quimiocinas
no local, causando um recrutamento seletivo de leucécitos para o sitio (D’AMBROSIO,
PANINA-BORDIGNON, SINIGAGLIA, 2003). Essas citocinas quimiotaticas estdo envolvidas
em processos de maturacao de linfécitos, angiogénese, crescimento tumoral (MILLER,
COHEN, MATTHAY, 1996; BAGGIOLINI, DEWALD, MOSER, 1997) e em diversas
patologias que envolvem inflamacéo aguda (MATSUMOTO et al., 1997;) e infecgdes por
virus e protozoarios (HADLEY, PEIPER , 1997).

1.4.1.1.2.6. Outros mediadores

Existem ainda outras classes e mediadores como o sistema complemento, o 6xido

nitrico, as enzimas proteoliticas e os peptideos vasoativos.
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O sistema complemento representa um conjunto de proteinas ativadas por
microorganismos ou injuria tecidual que servem para promover a inflamagao e destruir o
microorganismo invasor (CLEMENZA et al., 2003). Essa cascata pode ser ativada através
da via classica (dependente de anticorpos IgM e IgG), da via alternativa (unido de suas
proteinas diretamente na superficie do microorganismo) e através via da ativagdo de
lectinas (ligacdo lectina ligadora de manose com as glicoproteinas e glicolipideos do

microorganismo invasor).

Em todas essas vias, o C3 ¢ clivado em C3a e C3b. C3a é um quimioatrativo de
neutrdéfilos, enquanto o C3b serve para ligar na superficie dos microorganismos e facilitar
seu reconhecimento por fagécitos (FISHELSON, 1991). Adicionalmente o C3b cliva o C5 em
Cb5a e C5b, que além de serem quimioatrativos para neutréfilos alteram a permeabilidade
vascular no sitio inflamatério (PANGBURN, RAWAL, 2002). C5b facilita a formacado do
complexo de ataque (C6, C7, C8 e C9) que ocasiona rompimento da membrana celular do

microorganismo e consequente a morte do mesmo (COLE, MORGAN, 2003).

O oxido nitrico (NO) trata-se de um gas soluvel, produzido por diversos tipos
celulares (PALMER, ASHTON, MONCADA, 1988; WIESINGER, 2001). Esse gas &
sintetizado enzimaticamente a partir do aminoacido L-arginina através de trés isoformas da
sintase de oxido nitrico (NOS): a neuronal (nNOS), a endotelial (eNOS) e a induzida (iNOS).
Fisiologicamente sabe-se que o NO tem importante papel no endotélio vascular atuando
como relaxante de musculo liso (DRAY, 1995) por uma via dependente do GMPciclico
(MONCADA, PALMER , HIGGS ,1991) .

Durante a inflamagé&o ou injuria do nervo ocorre uma indugédo de iINOS por uma via
calcio-independente (VERGE et al., 1992) Sabe-se que a indugdo de iINOS tem um
envolvimento na sintese de prostandides (SALVEMINI et al., 1993) e que o NO modifica a
atividade sensorial de neurdnio a substancias inflamatérias a exemplo da bradicinina
(DRAY, 1992; RUEFF et al., 1994).

As enzimas proteoliticas possuem diversas ag¢des no processo inflamatério, desde a
degradacdo da matriz extracelular, defesa do hospedeiro, remodelamento tecidual e
migracao de leucdcitos (MEDZHITOV, 2008).

Os peptideos vasoativos podem ser estocados de forma ativa (por exemplo,
substancia P) ou ser ativados de modo proteolitico, por precursores inativos (cininas,
fibrinopeptideo A e B e produtos da degradacdo da fibrina). Esses fatores causam
vasodilacao e aumento da permeabilidade vascular, podendo ser inclusive pela inducéo da
degranulagdo dos mastocitos e liberacdo de histamina. Esses fatores sdo essenciais
também para indugdo da dor em tecidos lesados (MEDZHITOV, 2008).
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1.4.1.1.3. Formagao do edema inflamatério

O endotélio € uma barreira que mantém a diferengca de ambiente entre o interior e o
exterior do vaso, através da regulacdo do extravasamento de solutos, macromoléculas e
células entre os dois ambientes. Mas, essa barreira é suscetivel as modificagdes
ocasionadas pelos estimulos tanto fisioldgicos quanto patologicos (van HINSBERGH,
AMERONGEN, 2002; SURAPISITCHAT et al., 2007).

Em situagdes de inflamacao, essa barreira torna-se mais permeavel para prover o
acesso de leucdcitos e isso € acompanhado do extravasamento de fluidos para o espago
intersticial (BOGATCHEVA, VERIN, 2009). Sabe-se que o endotélio torna-se mais
permeavel, gragas a formacao de espagos muito pequenos entre as células no local da
injuria (Figura 14) (van HINSBERGH, AMERONGEN, 2002).

Estudos demonstram que a descontinuidade da integridade da camada simplificada
das células endoteliais ocorre em resposta a uma variedade de mediadores inflamatdrios e
produtos de neutrdfilos ativados, resultando na formagao de pequenas aberturas (BOUEIZ,
HASSOUN, 2009). Alguns exemplos de mediadores que interferem na permeabilidade

vascular sao: bradicinina, histamina, serotonina e citocinas (MICHEL, CURRY, 1999).

Acredita-se que a célula seja mantida em seu formato normal por atuagao de forgas
semelhantes a forgas centripetas e centrifugas. Sugere-se que a “forgca centripeta”, dependa
do resultado da contragdo da actina-miosina. A “forga centrifuga” esta relacionada a varios
elementos do citoesqueleto. Tanto a “via centripeta” quanto a “centrifuga” podem ser
reguladas por diversas vias de sinalizagéo (LEE, GOTLIEB, 2003; MEHTA; MALIK, 2006;
JACOBSON; GARCIA, 2007).

Uma das vias envolvidas nesse processo € a fosforilagdo da miosina quinase de
cadeia leve (MLC quinase), regulada pela calcio-calmodulina (BOGATCHEVA; VERIN,
2009). Sabe-se que essa via € dependente do aumento do calcio no citosol e que esse
segundo mensageiro é envolvido no aumento da permeabilidade vascular de alguns

mediadores inflamatorios por ativar diversas vias bioquimicas (TIRUPPATHI et al., 2003).

Apesar de o aumento da permeabilidade vascular ser essencial para a o
extravasamento de leucdcitos e proteinas, a pressao hidrostatica aumentada nos capilares é
um fator imprescindivel para a formagdo e manuten¢do do edema (BOGATCHEVA, VERIN,
2009.).
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FIGURA 14: Representacdo esquematica do rearranjo do citoesqueleto celular, promovendo o
aumento da permeabilidade vascular (TJ: jungdo estreita; AJ: juncdo aderente; FA: adesdo focal)

FONTE: Adaptado de BOGATCHEVA & VERIN, 2009.

1.5. Dor e nocicep¢ao

O conceito de dor envolve tanto aspectos fisicos, quanto cognitivos e emocionais,
sendo necessario além do estimulo néxico o processamento do cérebro para a definicdo da
dor (JULIUS; BASBAUM, 2001). Deste modo a “International Association for the Study of
Pain” - IASP, conceituou a dor como “uma experiéncia sensorial e emocional, em geral
desagradavel, associada com dano tissular real ou potencial, ou descrita em termos deste
dano” (VILELA-FILHO, 1998 apud OLIVEIRA, 2009).

Ao componente fisiolégico da dor denomina-se nocicepgdo, que corresponde ao
estimulo das fibras aferentes primarias. Portanto, a nocicepcao, refere-se apenas as
manifestagdes neurofisiolégicas do estimulo algico. Neste sentido, em animais, a dor é
avaliada indiretamente através da observacdo comportamental evidenciada, desta
maneira, modelos animais de dor sdo de fato modelos de nocicepgao (TJDLSEN;
HOLE, 1997 apud SAVEGNAGO, 2007).
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1.5.1. Classificagcao da dor

A dor pode ser classificada de diversas maneiras. Dentre elas podemos citar a
classificagdo em transitéria, aguda e crbénica. A dor transitéria € causada por uma
ativacdo de nociceptores na auséncia de dano tecidual, desempenhando uma fungao
protetora ao organismo. A dor aguda é uma resposta de ativacdo dos receptores
nociceptivos a uma lesao local, desaparecendo apds o reestabelecimento do tecido, tem
curta duracgao e carater protetor. A dor crénica ndo desaparece mesmo com a resolugao
da lesao inicial e geralmente esta relacionada a patologias, podendo durar meses ou até
mesmo anos (LOESER E MELZACK, 1999).

Apesar da diferenca temporal a dor aguda distingue-se da crbénica pela
capacidade do organismo de restaurar a lesdo e de promover alteragées adaptativas a

exemplo da neuroplasticidade em varios niveis do sistema nervoso (LOESER, 2000).

Quanto a sua origem, existem quatro tipos principais de dor: a “dor nociceptiva”,
que se origina devido a estimulagdo dos nociceptores localizados na pele, visceras e
outros 6rgaos; a “dor neurogénica”, que reflete o dano de tecido neuronal na periferia ou
no sistema nervoso central; a “dor neuropatica”, que ocorre devido a uma disfungéo ou
dano de um nervo ou grupo de nervos e a “dor psicogénica”, que nao € oriunda de uma

fonte somatica identificavel e que pode refletir fatores psicologicos (MILLAN, 1999).

1.5.2. Mecanismo de transmissao da dor

O reconhecimento da dor se da através de trés etapas basicas: a transducgao, a
transmissdo e a modulagdo. A transducdo refere-se ao fenbémeno de ativacdo dos
nociceptores, ou seja, a modificagdo de um estimulo mecanico, térmico, dentre outros, em
estimulo elétrico (KOO, 2003).

Durante o fendbmeno de transducéo, ocorre uma amplificagdo da sensacdo de dor,
ocasionada pela liberagao de diversas substancias quimicas, chamadas de algogénicas,
que surgem nos organismos durante processos traumaticos, isquémicos ou inflamatdérios.
Dentre estas substancias podemos citar a serotonina, a bradicinina, a noradrenalina, a
histamina, as citocinas, as prostaglandinas, os leucotrienos e a substancia P (ALMEIDA et
al, 2004).
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Receptores nociceptivos sdo terminagcbes nervosas livres presentes nas fibras
mielinicas finas Ad e amielinicas C. De acordo com os estimulos que os acionam, sao

classificados como termomecéanicos, quimicos e polimodais inespecificos (Figura 18).
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FIGURA 15: Sensibilizagdo de nociceptores periféricos a partir de mediadores quimicos liberados em
virtude de uma leséo tecidual. FONTE: modificado de JULIUS; BASBAUM, 2001.

A sensibilizacdo desses receptores pode ocorrer de diversas formas:

1) Sensibilizacao de receptores silenciosos: em condi¢des normais tais receptores nao
sdo ativados, mas sua ativacdo acontece em processos inflamatérios (relacionados a fibras
C)

2) Reduc¢ao do limiar de geracao de potenciais: esta sensibilizagdo esta relacionada a
substancias algogénicas, incluindo a bradicinina, a acetilcolina, as prostaglandinas, a
histamina, a serotonina, os leucotrienos, a tromboxano, o fator de ativacdo plaquetario, os
radicais acidos e os ions potassio, entre outros. Tais receptores sao responsaveis pela
hiperalgesia termo-mecanica primaria e pela vasodilatagdo observada em lesdes

traumaticas, inflamatérias e isquémicas;

3) Inflamagcdo neurogénica: sensibilizagdo atribuida a substancias relacionadas a
inflamacgao, liberadas ou produzidas por neutrdfilos, linfocitos, plasmaocitos, macréfagos,
fibroblastos entre outras. Podemos citar a substancia P, a neuroquinina A e B e o peptidio
relacionado geneticamente a calcitonina (CPGR) como fatores que geram vasodilatacéo e

instalam a inflamacéao neurogénica (SEDIVEC et al., 1983).
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4) Atividade do sistema neurovegetativo simpatico (SNNVS): libera noradrenalina e

prostaglandinas que auxiliam na sensibilizagdo dos nociceptores.

Esses nociceptores sao distribuidos na pele, vasos, musculos, articulacbes e
visceras. O tecido que recebe a maior parte dos estimulos nociceptivos é a pele. E a pele
que fornece a maioria das informagbes nociceptivas periféricas ao SNC (JULIUS;
BASBAUM, 2001).

A transmissdo da mensagem da periferia até a medula espinhal é feita através de
fibras nervosas, envolvidas na nocicep¢do. Quando ha a estimulagdo dos nociceptores
periféricos, a informacao nociceptiva é levada através das fibras aferentes primarias ao
sistema nervoso central (SNC). Essas fibras sao classificadas, de acordo com seu didmetro,
estrutura e velocidade de condugado, em trés tipos: fibras C: finas (0,4 a 1,2 mm de
didmetro), ndo mielinizadas e de conducéo lenta (0,5 a 2,0 m/s); fibras Ad: médias (2 a 6
mm de didmetro), mielinizadas e de condugéo intermediaria (12 a 30 m/s) e fibras AB:
espessas (mais de 10 mm de didmetro), mielinizadas e de condugao rapida (30 a 100 m/s)
(ALMEIDA et al, 2004).

As fibras AB respondem somente ao toque, vibragdo, pressdo e outros tipos de
estimulacdo sensorial que ndo sejam nociceptivos, como estimulos mecanicos de baixa
intensidade (MILLAN, 1999). As fibras Ad, por sua vez, sao conhecidas como
mecanotermonociceptores, ou seja, fibras responsivas as estimulagdes nociceptivas
mecanicas e térmicas. A maioria das fibras C sdo polimodais, isto é, sdo ativadas por
estimulos nocivos mecanicos ou térmicos e ainda por estimulos nocivos de origem quimica
(Figura 16) (JULIUS; BASBAUM, 2001).
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FIGURA 16: Diferentes nociceptores detectam diferentes tipos de dor. Nervos periféricos de pequeno

didmetro (Ad) a médio a largo (Aap), fibras aferentes mielinizadas e fibras aferentes ndo mielinizadas
(C). FONTE: Adaptado de JULIUS; BASBAUM, 2001.

A modulagao é um processo em que a dor € modificada por diversas vias que inibem

sua transmissdo. Alguns mediadores como norepinefrina e serotonina podem estar

envolvidos nessa via. Analgésicos opiddes atuam por esse mecanismo, alterando a

liberacdo de neurotransmoissores e modulando a intensidade da dor (Figura 17)
(ZIMMERMANN, 2001; VIKMAN et al, 2001; MILLAN, 2002; TOBITA et al, 2003; GUENOT

et al., 2003).
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Figura 17: Mecanismos de transmissdo da dor aguda. FONTE: Modificado de KOO 2003.

1.5.3. Processamento central da dor e sistema opiodide

Apods a liberagdo dos mediadores quimicos, a informagédo nociceptiva € enviada
através das fibras aferentes até o SNC e este processa e responde adequadamente a cada
estimulo. Essas fibras aferentes levam os estimulos inicialmente através da medula espinal
para o corno dorsal, que € uma estrutura dividida em laminas caracterizadas pelo tipo de
informacgao sensorial que recebe (Figura 18) (COGGESHALL, CARLTON, 1997). Estudos
demonstram que as fibras associadas a nocicepgao terminam na lamina | (zona marginal) e
Il (substancia gelatinosa). Sabe-se que as fibras aferentes primarias C e A® provocam
liberacdo de varios neurotransmissores e possuem terminacdes tanto em laminas
superficiais como profundas do corno dorsal (BESSON, CHAOUCH, 1987).
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Figura 18: Desenho esquematico mostrando a localizacdo das laminas do corno dorsal da medula

espinhal. Esta estrutura recebe as informagdes sensoriais oriundas dos terminais periféricos de fibras
nervosas nociceptivas aferentes. FONTE: SAVEGNAGO, 2007 adaptado de CRAIG e DOSTROVSKY
et al., 1999.

Quando os estimulos chegam ao corno dorsal, elas sado integradas e podem envolver
diferentes estruturas corticais e supra-corticais a exemplo dos feixes espinotalamico,
espinoreticular, espinotalamico, entre outras, a partir da integracdo dos impulsos no corno
dorsal e as vias nociceptivas (ALMEIDA et al., 2004).

O organismo possui mecanismos intrinsecos para o controle da dor. Apés o estimulo
de diferentes nucleos do talamo, os sinais s&o transmitidos para diversas estruturas
cerebrais, onde ha a integragdo entre o contexto presente e passados e a resposta
adequada é enviada a medula espinal através dos neurénios descendentes (MILLAN, 1999).
Portanto, percebe-se que as estruturas supra-espinhais estdo envolvidas na modulagéo de

circuitos ascendentes e descendentes de controle da nocicepgéao.

Sabe-se que neurdnios presentes nas laminas (1, Il e IV-VI) da medula espinhal estao
sujeitos a modulagao por estruturas supra-espinhais (WALL, 1967). A modulagado e
integracdo descendente da informacdo nociceptiva é processada nesse circuito pelas vias
descendentes que se originam no tronco cerebral e outras estruturas como hipotalamo,
cortex, talamo, nucleo magno da rafe, substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e estruturas
adjacentes da medula rostroventromedial (RVM) (MILLAN, 1999; VANEGAS, SCHAIBLE,
2004). Os mecanismos descendentes modulam a resposta nociceptiva por exercer suas

acdes em nociceptores presentes nas fibras primarias aferentes, bem como em neurénios
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do corno dorsal, como interneurénios excitatorios, interneurénios inibitérios e neurdnios de
projegao (MILLAN, 1999, 2002).

Essa modulacdo da dor pelos mecanismos descendentes pode induzir ou inibir a
transmissao da dor, através de células que “ligam” (células-on) ou “desligam” (células-off) a
transmissdo nociceptiva (LIEBESKIND et al., 1973; URBAN, NAGY, 1997; PORRECA,
OSSIPOV, GEBHART, 2002). Sabe-se que quando ha uma estimulagédo das células
“desliga” ha uma inibicdo da nocicepg¢ao nas vias. De maneira geral, a substancia cinzenta
periaquedutal deve excitar as “células-off’ e inibir as “células-on” na medula
rostroventromedial (FIELDS et al., 1991). O balango da ativagdo dessas células promove o
resultado da transmissao nociceptiva. Nesse sistema de modulagdo descendente estédo
envolvidas também diversas outras estruturas cerebrais, além de sistemas
neurotransmissores a exemplo dos sistemas neuropeptidérgico, serotoninérgico,
noradrenérgico, gabaérgico, glutamatérgico, opidide canabindides enddgenos, entre outras
substancias (MILLAN, 2002).

Substancias ditas opidides referem-se aquelas que possuem acgao nociceptiva a
partir da ligacdo a receptores opidides, semelhante a morfina, tanto no SNC quanto
periférico. Os opidides enddgenos incluem encefalinas, dinorfinas e endorfinas. Os opidides
sdo conhecidos por modular o sistema enddcrino (GENAZZANI, PETRAGLIA, 1989;
SCHAFER, MARTIN, 1994; MAGGI et al., 1995) e imunoldgico (BROWN, 1974; ROY, LOH,
1996). As pesquisas tém identificado trés tipos distintos de receptores opidides y (mu), o
(sigma) e k (kappa), cada um com suas caracteristicas farmacolégicas e fisiolégicas
especificas (GOLDSTEIN, NAIDU, 1989; LOH, SMITH, 1990; WOLLEMAN, 1990; SIMON,
1991). Estudos farmacolégicos ainda subdividem esses receptores nos subtipos: p1, p2, 61,
02, k1, K2 e k3.

Esses varios efeitos fisiologicos ocasionados pela ligagao aos receptores opidides
sao mediados por diversas vias. Sabe-se que os receptores opiddes sao acoplados a
proteinas G, (Gq, Gs, Gi e Gz/x) e suas ag¢des inibitérias podem estar relacionadas a vias
inibitérias a exemplo da Go e Gi ou estimulatérias a exemplo da proteina Gs estimulando a
via da adenilato ciclase e por fim a Gq ativa a via da fosfolipase C e promove a liberacao de
Ca* no citosol (SMART, LAMBERT, 1996).

Diante do exposto, verifica-se que a Ouabaina € uma substancia endégena envolvida
em diversos processos tanto fisioldgicos quanto patoldgicos. Destacamos sua capacidade
de modular o sistema imunoldgico, exercendo majoritariamente efeitos imunossupressores.
Apesar disso, pouco se sabe acerca do envolvimento da Ouabaina frente ao

desencadamento imunolégico da inflamacédo. A énfase deste trabalho é avaliar a atuagao
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fisiolégica, dessa substéncia enddgena, no sistema imunolégico, com foco no processo
inflamatério. Como a dor é um fator intimamente relacionado a inflamagao, sendo inclusive
considerada como um sinal flogistico, € pertinente, portanto, associar a investigagdo da

interferéncia da Ouabaina em processos algicos.



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Estudar a interferéncia da Ouabaina na inflamagéo aguda, bem como, sua atuagédo em

processos algicos e comportamentais.

2.2. Objetivos especificos

Em animais pré-tratados com Ouabaina por 3 dias:

1. Examinar a interferéncia da Ouabaina no processo inflamatério agudo, utilizando o

modelo de teste cutaneo, induzido pelos compostos carragenina e 48/80;

2. Avaliar o papel dos mediadores histamina, PGE2 e bradicinina, no possivel efeito

modulador da Ouabaina na inflamagao aguda;

3. Observar a influéncia da Ouabaina na nocicepg¢ao estimulada perifericamente,

utilizando o teste de contor¢des abdominais estimuladas por acido acético;

4, Analisar a atuagdo da Ouabaina na nocicepc¢ao estimulada a nivel central, utilizando
o teste de placa quente e associando um antagonista opidide, a fim de testar seu possivel

envolvimento opidide;

5. Averiguar se ha efeito sedativo e/ ou diminuigdo da movimentagdo induzido pela

injecéo da Ouabaina, utilizando o modelo de labirinto de cruz elevada.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Materiais

3.1.1. Substancias utilizadas

o Ouabaina (Sigma) - Mantido a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C)

o Carragenina (Sigma) - Mantido a temperatura de 2-8°C

o Composto 48/80 (Sigma) - Mantido a temperatura de - 20°C

o Histamina (Sigma) - Mantido a temperatura de 2-8°C

o Prostaglandina E2 (Sigma) — Solugao estoque 1 mg/Kg , mantido a temperatura de
2-8°C

o Bradicinina (Sigma) - Solucao estoque 1 mg/Kg , mantido a temperatura de 2-8°C

o Captopril (Sigma) - Mantido a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C)

o Indometacina (Sigma) - Mantido a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C)

o Dexametasona (Mase) - Mantido a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C)
o Salbutamol (Sigma) - Mantido a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C)

. Acido acético glacial (Reagen) - Mantido & temperatura ambiente

(aproximadamente 25 °C)

o Cloridrato de morfina (Merck) - Mantido a temperatura ambiente

(aproximadamente 25 °C);

o Naloxona (Sigma) - Mantido a temperatura de 2-8°C
o Cloreto de sédio (Fluka) - Mantido a temperatura ambiente (aproximadamente 25
OC)

A preparacao das substancias a serem administradas, em diferentes concentragoes,
foi realizada minutos antes de sua utilizagao. Tais substancias foram dissolvidas ou diluidas

em agua destilada ou PBS.

3.1.2. Aparelhos e equipamentos utilizados

o Micrémetro digital (Instrutemp 070393611)
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o Aparelho de placa quente (modelo 7406 — LE)

o Aparelhagem para o teste do labirinto em cruz elevado (dois bragcos com paredes
laterais e sem cobertura, que medem aproximadamente 30 cm de comprimento por 5 cm de
largura e 25 cm de altura e dois bragos abertos com o mesmo comprimento, largura e altura,

similar ao modelo descrito por LISTER, 1987).

o Balanga de precisao (Sartorius BP16S- Max:61g)

o Balanga para animais (GEHAKA BG 4001- Max: 4200g)
o Pipetas Analiticas (Gilson)

. Phmetro (GEHAKA PG200)

3.2. Métodos

3.2.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos fémeas (Mus musculus), os quais
foram fornecidos pelo Biotério Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
Prof. Delby Fernandes de Medeiros (LTF) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Os animais foram mantidos a temperatura de 22 + 2 °C, no ciclo de luz de 12 horas,
com livre acesso a agua e racdo do tipo pellets e manuseados conforme o Comité de Etica
em Pesquisa Animal (CEPA) do LTF- UFPB. O numero do protocolo de submisséo do
projeto ao CEPA foi: 0407/08.

Para os testes de nocicepcdo e comportamental, os camundongos foram
previamente alojados em gaiolas de polietileno, contendo 4 ou 5 animais cada, com pelo
menos 60 minutos de antecedéncia, no local da execugdo do experimento (ou no Biotério
Prof. Dr. Thomas George ou no Laboratério de Imunofarmacologia Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros da Universidade Federal da
Paraiba, conforme o experimento). Essa atitude visou minimizar as possiveis alteracdes
comportamentais do animal decorrentes da mudanga de ambiente, bem como permitir uma
adaptagao a sala de experimentagdo. Os animais foram privados de agua e ragao a partir

desse momento.
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3.2.2. Tratamento dos animais com ouabaina

Os camundongos foram pré-tratados com injegbes intraperitoneais de Ouabaina
(0,56mg/Kg)( n=6, 8 ou 10) por 3 dias consecutivos. A substancia foi dissolvida e diluida em
PBS. Os demais grupos, o controle negativo (correspondente ao grupo que foi pré-tratado
uma hora antes da indugdo da inflamagao ou nocicepgdo com PBS), e controle positivo
(correspondente ao grupo que foi pré-tratado uma hora antes da indugao da inflamagao ou
nocicepgdo com uma droga que reduz a inflamagao ou a dor), foram tratados apenas com
PBS nos 2 dias anteriores, a fim de sofrerem o mesmo estresse, ocasionado pela injecao,
do grupo tratado com Ouabaina. Apés uma hora do ultimo tratamento os experimentos

foram realizados.

3.2.3. Analise anti-inflamatoéria da Ouabaina

3.2.3.1. Avaliagdao da atividade da Ouabaina frente & inflamagado induzida por

diferentes agentes flogisticos

O teste de edema de pata € um modelo de facil manipulagao e efetivo para testar
substancias com o potencial anti-inflamatério. O teste cutdneo foi induzido utilizando a
carragenina (2,5%) (modificado de SUGISHITA, AMAGAYA, OGIHARA, 1981); o composto
48/80 (2ug/pata); a histamina (100ug/pata); a prostaglandina E2 (5ug/pata) e a bradicinina
(6nmol/pata), dissolvidas em PBS. Foi administrado 20ul de uma solugao contendo o agente
inflamatério no coxim plantar da pata esquerda, e na pata direita, foi administrada a mesma
quantidade de PBS, 1 hora apds o ultimo tratamento com Ouabaina, em animais pré-
tratados conforme o protocolo. Para inibir a agdo das enzimas que degradam as cininas (no
caso da bradicinina) foi utilizado o captopril (5 mg/kg, s.c.), 1 hora antes da administragao da
bradicinina. Para cada teste inflamatorio foi realizado um grupo controle negativo, com
animais pré-tratados apenas com solugao salina e em um grupo controle positivo, no qual foi
administrada alguma droga conhecida por seu efeito anti-inflamatério, escolhida a depender
cada modelo, a que melhor se adequava ao mecanismo desencadeado pelo teste. Esse
tratamento foi feito 1 hora antes da injegdo, a fim de demonstrar a confiabilidade do
experimento. A formacdo do edema de pata (mm) foi mensurada entre 15 minutos e 24

horas apoés a injegao do agente flogistico, de acordo com o mecanismo de ag¢do do agente
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flogistico, com o auxilio de um micrémetro digital (Instrutemp 070393611) (CASTARDO et al,
2008). Os resultados plotados no grafico sédo referentes a diferenga entre a pata injetada
com o agente inflamatério e a injetada apenas com o PBS.

Teste cutaneo
induzido por ~ Triagem
carragenina

Edema de pata

induzido pelo — Teste geral
composto 48/80

Teste cutaneo

induzido pela Testes especificos
histamina

Teste cutaneo Edema de pata
desencadeado induzido pela
pela PGE2 bradicinina

FIGURA 19: Resumo esquematico do estudo da atividade anti-inflamatéria da Ouabaina através do

teste de edema de pata com diferentes agentes flogisticos.

Medida da pata com o micrémetro
digital, de acordo com o mecanismo
da substancia utilizada

Ultima administracéo Injecéo do
da Ouabaina agente flogistico

FIGURA 20: Resumo esquematico da metodologia aplicada no estudo da atividade anti-inflamatéria

da Ouabaina através do teste de edema de pata com diferentes agentes flogisticos.

3.2.4. Estudo da atividade antinociceptiva da Ouabaina

3.2.41. Interferéncia da Ouabaina no teste de contor¢cdes abdominais induzidas por

acido acético
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Este teste baseou-se no fato de a administragdo de acido acético provocar irritagdo e
o resultado doloroso ocasionar contor¢ées abdominais seguidas de extensdo de membros
posteriores (KOSTER; ANDERSON; DEBBER, 1959). Para realizagéo do teste, os animais
foram separados em caixas de polietileno individuais, e foi injetado acido acético 0,8%
(0,YmL/10g i.p.), 1 hora apés o ultimo tratamento com Ouabaina. Foram utilizados outros
dois grupos, um tratado apenas com PBS e outro tratado com uma droga-padrao, a morfina
(6mg/kg). As contorgdes foram medidas a partir de 10 minutos apds a administragcao, por um
periodo de 10 minutos. Uma redugdo significativa do numero de contor¢ées quando
comparado ao grupo controle negativo foi considerado como uma resposta antinociceptiva
(NARAYANAN et al., 2000).

3.24.2. Influéncia da Ouabaina no teste de placa quente e possibilidade de

envolvimento opidide

Este modelo consiste em quantificar o tempo de reacdo do animal ao estimulo
térmico. Tem como pardmetro o momento em que o animal é colocado em uma placa
quente, a aproximadamente 52 °C, até apresentar o comportamento de levantar (tentativa
de pular) ou lamber uma das patas, sendo essas respostas indicativas de nocicepgao.
Apesar de promover nocicepc¢ao, o animal ndo sofre nenhuma lesao durante a realizagao do
teste. Foi descrito inicialmente Woolfe e MacDonald (1944) e modificado por Eddy e
Leimback (1953). Os animais foram submetidos a uma selegao (resposta de até 15 s). Foi
feita uma leitura basal e 30 minutos apds o tratamento os animais foram colocados no
aparelho de placa quente, sendo registrado o parametro supracitado. As avaliagbes foram
procedidas antes (basal) e com 30, 60 e 120 minutos apds o tratamento. Os animais
permaneceram na placa por um tempo maximo de 30 segundos a fim de evitar dano tecidual
(ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). A avaliagdo do envolvimento opidide deu-se através da
associagcao de um antagonista dos receptores opidides, a naloxona, na dose de 5mg/Kg s.c.,
15 minutos antes da injegdo da Ouabaina. Caso o efeito analgésico estivesse presente no

teste, e fosse inibido pela naloxona, o mesmo seria devido a atuacio opidide da substancia.
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FIGURA 21: Resumo esquematico da metodologia aplicada no teste de placa quente e avaliagdo do

possivel efeito opidide da Ouabaina.

3.2.5. Avaliagao da interferéncia da Ouabaina no comportamento

3.2.5.1. Andlise do efeito da Ouabaina na sedagdao e movimentagao

Uma hora apds o tratamento com Ouabaina, os camundongos foram submetidos ao
teste de Labirinto de Cruz Elevada, que avalia a capacidade sedativa e de interferéncia na
capacidade motora de diversas drogas. Os animais foram colocados em um aparelho
composto de dois bragos abertos (35x5 cm) e dois bragos fechados (30x5%15 cm) que
partem de uma plataforma central (5 x 5 cm), levantados aproximadamente 30 cm do solo.
Os camundongos foram postos na regidao central do aparelho supracitado e foram
contabilizadas, em um intervalo de tempo de 5 minutos o niumero de entradas e saidas nos
bracos abertos e fechados, bem como o tempo de permanéncia em cada um deles. Uma
droga conhecida por seu efeito sedativo, o Diazepam foi utilizado como controle positivo,

sendo administrado (i.p.) na dose de 0,5 mg/Kg, 30 minutos antes da realizagdo do teste.

3.2.6. Analise Estatistica

Todos os resultados foram analisados utilizando o programa Graph Pad Prism
versao 4 ou 5, utilizando o one-way ANOVA (nonparametric) seguido do teste Dunnett’'s ou
Mann Whitney teste ou Teste t de Student seguido do teste ndo pareado. Foram

considerados significativos 0s valores de p<0,05.



4 RESULTADOS
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4.1. Efeito anti-inflamatoério da ouabaina

4.1.1. Efeito da Ouabaina no teste cutaneo induzido por carragenina

A carragenina € uma substancia bastante utilizada na triagem farmacoldgica de
substancias anti-inflamatérias, e quando injetada na pata, promove uma resposta
inflamatéria que envolve diversos mediadores como histamina, bradicinina, prostaglandinas,
citocinas, NO, infiltracdo de leucdcitos e hiperalgesia (DAMAS, REMACLE-VOLON, 1992;
MEDEIROS et al., 1995; VAZ et al. 1996; HANDY, MOORE,1998).

A figura 22 mostra que a inje¢do de 20uL de uma solugéo de carragenina (2,5%) de
modo subcutaneo na pata de camundongos, promoveu 0 aumento de seu volume, a partir
de 30 minutos apds sua administragdo, em comparagdo com o grupo injetado apenas com
20 pL de PBS. Os resultados indicaram que a administracdo da Ouabaina (0,56mg/Kg i.p.)
reduziu significativamente o edema de pata desencadeado pela injegdo da carragenina em
30 (54,9%), 60 (66,4%), 120 minutos (51, 0%) e 5 horas (51,9%). De modo distinto, a
Ouabaina nao interferiu no edema de pata ocasionado 24 horas apés a administragao desse
agente flogistico. A indometacina (10mg/Kg s.c.), uma droga anti-inflamatdria ndo esteroidal,
que inibe a enzima cicloxigenase (BRUNE; HINZ, 2004) mostrou-se eficaz em modular o
edema de pata desencadeado por carragenina (BUADONPRI et al., 2009; UDEGBUNAM et
al., 2011). Essa substancia foi utilizada como droga para o controle positivo, e demonstrou
inibir o edema de pata provocado pela carragenina em todos os tempos estudados

(aproximadamente 60%), confirmando a confiabilidade do experimento.
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FIGURA 22: Efeito da Ouabaina no edema de pata induzido por carragenina. Camundongos
foram pré-tratados i.p. com Ouabaina (OUA) na dose de 0,56mg/Kg por 3 dias consecutivos. Uma
hora apés o ultimo tratamento com Ouabaina os camundongos receberam inje¢des intraplantares de
carragenina (CAR) (2,5%), em 20 ul de PBS na pata esquerda e apenas 20 ul de PBS na pata direita,
com excegao do grupo PBS que s6 recebeu PBS. Cada ponto representa uma média de 8 animais. A
indometacina (IND) (10mg/kg s.c.) foi utilizada como droga para controle positivo e administrada 1
hora antes do desafio intraplantar com o agente flogistico. Os asteriscos denotam os niveis de
significancia comparados com o grupo controle negativo. Os dados foram expressos com médiat
S.E.M. e analisadas pelo programa Graphpad Prism usando o teste T de Student seguido do teste

nao-pareado. *** p<0,001.
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4.1.2. Efeito da Ouabaina no edema de pata desencadeado pelo composto 48/80

O composto 48/80 é conhecido por causar degranulagdo massiva de mastocitos
através de mecanismos nao-imunoldgicos, pela estimulagdo de proteinas G (DATTI et al.,
2002). Os mastécitos sao células importantes no desenvolvimento da inflamagao aguda,
pelo fato de sua degranulagao liberar mediadores pré-sintetizados, a exemplo da histamina,
serotonina, leucotrienos, fator ativador de plaquetas bem como uma variedade de citocinas
que provocam edema e infiltrado celular (COUSSENS, WERB, 2002).

Os resultados demonstraram que a injegdo intraplantar de 20uL de uma solugdo do
composto 48/80 (2ug/ pata), promoveu o aumento do volume da pata, a partir de 30 minutos
apo6s sua administragdo, em comparagdo com o grupo injetado apenas com 20uL de PBS. A
administracdo da Ouabaina (0,56mg/Kg i.p.) inibiu significativamente o edema de pata
ocasionado pela injegdo do composto 48/80 em 30 (69,1%), 60 (79,7%), € 120 minutos
(49,7%). O controle positivo, salbultamol, uma substancia conhecida por estabilizar a
membrana dos mastécitos e inibir sua degranulagdo em modelos murinos de edema de pata
(MOHD, LEWIS, 1984; MALFAIT et al, 1999), foi utilizado (10mg/Kg s.c) e inibiu o edema
desencadeado pelo 48/80 (mais de 90%) demonstrando a funcionalidade do modelo (Figura
23).
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FIGURA 23: Efeito da Ouabaina no edema de pata ocasionado por 48/80. Camundongos foram
pré-tratados i.p. com Ouabaina (OUA) na dose de 0,56mg/Kg por 3 dias consecutivos. Uma hora
apos o ultimo tratamento com Ouabaina os camundongos receberam injegdes intraplantares de 48/80
(48/80) (2ug/ pata), em 20 ul de PBS na pata esquerda e apenas 20 ul de PBS na pata direita, com
excegao do grupo PBS que so6 recebeu PBS. Cada ponto representa uma média de 8 animais. O
salbultamol (SALB) (10mg/kg s.c.) foi utilizado como droga para controle positivo e administrado 1
hora antes do desafio intraplantar com o agente flogistico. Os asteriscos denotam os niveis de
significancia comparados com o grupo controle negativo. Os dados foram expressos com médiat
S.E.M. e analisadas pelo programa Graphpad Prism usando o teste T de Student seguido do teste
nao-pareado. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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4.1.3. Efeito da Ouabaina no teste cutaneo provocado pela histamina

Sabe-se que a histamina atua através da ligagdo nos receptores H1 e H2
provocando o aumento da permeabilidade vascular e consequentemente a formagao do
edema (NATHAN, 2002; GUZIK, KORBUT, ADAMEK-GUZIKT, 2003;
SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 2004; ALLER et al., 2006) .

Os resultados demonstraram que a injecao subcutdnea de 20uL histamina
(100ug/pata), provocou um edema na pata a partir de 30 minutos apds sua injegdo, em
comparagao com o grupo injetado apenas com 20uL de PBS. A administragcao da Ouabaina
nao interferiu no edema de pata desencadeado por histamina. A dexametasona € uma
droga classica utilizada para inibir o edema de pata desencadeado por diversos agentes
flogisticos (modificado de CASTARDO et. al, 2008). Trata-se de um anti-inflamatério
esteroidal e foi utilizada como droga para o controle positivo (0,5 mg/Kg i.p.), demonstrando
inibir significativamente o edema (aproximadamente 47%) confirmando a confiabilidade dos
dados (Figura 24).
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FIGURA 24: Efeito da Ouabaina no edema de pata ocasionado por histamina. Camundongos
foram pré-tratados i.p. com Ouabaina (OUA) na dose de 0,56mg/Kg por 3 dias consecutivos. Uma
hora apds o ultimo tratamento com Ouabaina os camundongos receberam inje¢des intraplantares de
histamina (HIS) (100ug/ pata), em 20 pl de PBS na pata esquerda e apenas 20 uyl de PBS na pata
direita, com excegéo do grupo PBS que so6 recebeu PBS. Cada ponto representa uma média de 8
animais. Dexametasona (DEXA) (0,5 mg/kg s.c.) foi utilizada como droga para controle positivo e
administrada 1 hora antes do desafio intraplantar com o agente flogistico. Os asteriscos denotam os
niveis de significAncia comparados com o grupo controle negativo. Os dados foram expressos com
média + S.E.M. e analisadas pelo programa Graphpad Prism usando o teste T de Student seguido do

teste ndo-pareado.** p<0,01; *** p<0,001.
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4.1.4. Efeito da Ouabaina no edema de pata desencadeado pela prostaglandina E2
(PGE2)

A PGE2 interage com receptores EP e IP, receptores acoplados a proteinas G e
modulam a transcri¢gdo de varios fatores pré-inflamatoérios (incluindo genes que codificam a
iINOS), além de sinergizar com outros mediadores para promocao da dor (BOIE et al., 1994;
DRAY, 1995; VANEGAS; SCHAIBLE, 2001; RICHARDSON, VASKO, 2002).

Os resultados relativos ao mediador inflamatério, PGE2, demonstraram que houve
um aumento do volume da pata a partir de 15 minutos apds sua injecéo (5ug/ pata), em
comparagdo com o grupo injetado apenas com 20uL de PBS. A inje¢gdo da Ouabaina
demonstrou uma inibigao significativa do edema de pata desencadeado por PGE2 em todos
os tempos estudados (15, 30 e 60 minutos de aproximadamente 79,8%, 82,1% e 96%,
respectivamente). A dexametasona (0,5 mg/Kg i.p.), um anti-inflamatério esteroidal, foi
utilizada como droga para o controle positivo (modificado de CASTARDO et. al., 2008) e
inibiu significativamente o edema (cerca de 90%), mostrando a funcionalidade do modelo
(Figura 25).
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FIGURA 25: Efeito da Ouabaina no edema de pata ocasionado por PGE2. Camundongos foram
pré-tratados i.p. com Ouabaina (OUA) na dose de 0,56mg/Kg por 3 dias consecutivos. Uma hora
apos o ultimo tratamento com Ouabaina os camundongos receberam inje¢des intraplantares de
PGE2 (PGE2) (5ug/ pata) em 20 pl de PBS na pata esquerda e apenas 20 ul de PBS na pata direita,
com excegao do grupo PBS que s6 recebeu PBS. Cada ponto representa uma média de 8 animais. A
dexametasona (DEXA) (0,5 mg/Kg i.p.) foi utilizada como droga para controle positivo administradas
1 hora antes do desafio intraplantar com o agente flogistico. Asteriscos denotam os niveis de
significancia comparados com o grupo controle negativo. Os dados foram expressos com médiat
S.E.M. e analisadas pelo programa Graphpad Prism usando o teste T de Student seguido do teste

nao-pareado. *** p<0,001.
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4.1.5. Efeito da Ouabaina no edema de pata induzido pela bradicinina

A bradicinina induz o extravasamento de plasma, contracdo do musculo liso,
broncoconstricdo e nocicepgcdo. Além disso, sinergiza com outras substancias, como a
PGE2, na promogao desses eventos (BHOOLA, FIGUEROA, WORTHY, 1992; DRAY,
PERKINS, 1993; DRAY 1995).

Os resultados demonstraram que houve a formagdao do edema na pata de
camundongos injetados com 20uL de uma solugado de bradicinina (6nmol/pata), a partir de
15 minutos apds sua injecdo, em comparagdao com o grupo injetado apenas com 20uL de
PBS. A injecdo de Ouabaina (0,56mg/Kg i.p.) reduziu o edema desencadeado por
bradicinina no tempo de 15 minutos (34%), mas nao em tempos mais tardios (30 minutos).
A dexametasona (0,5 mg/Kg i.p.), um anti-inflamatério esteroidal, foi utilizada como droga
para o controle positivo (modificado de CASTARDO et. al., 2008) e inibiu significativamente

0 edema (cerca de 46%), mostrando a efetividade do modelo (Figura 26).
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FIGURA 26: Efeito da Ouabaina no edema de pata ocasionado pela bradicinina. Camundongos
foram pré-tratados i.p. com Ouabaina (OUA) na dose de 0,56mg/Kg por 3 dias consecutivos. Uma
hora apés o ultimo tratamento com Ouabaina os camundongos receberam inje¢des intraplantares de
bradicinina (BRAD) (6nmol/pata) em 20 pl de PBS na pata esquerda e apenas 20 yl de PBS na pata
direita, com excegdo do grupo PBS que so6 recebeu PBS. Cada ponto representa uma média de 8
animais. A dexametasona (DEXA) (0,5 mg/Kg i.p.) foi utilizada como droga para controle positivo
administrada 1 hora antes do desafio intraplantar com o agente flogistico. Os asteriscos denotam os
niveis de significAncia comparados com o grupo controle negativo. Os dados foram expressos com
médiat S.E.M. e analisadas pelo programa Graphpad Prism usando o teste T de Student seguido do

teste ndo-pareado. * p<0,05; ** p<0,01.
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4.2. Efeito anti-nociceptivo da Ouabaina

4.2.1. Efeito da Ouabaina no teste de contor¢ées abdominais induzidas por acido

acético

O teste de contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético € um procedimento
muito sensivel para determinar substancias com potencial anti-nociceptivo, que atuam
perifericamente. Porém, esse modelo, corresponde a um modelo inespecifico, por provocar
a liberagdo indireta de diversos mediadores nociceptivos (COLLIER et al, 1968;
TAKAHASHI, PAZ, 1987).

Conforme esperado, os resultados demonstraram que a inje¢ao de acido acético
provocou um grande numero de contorgdes abdominais. No grupo em que houve a injegéao
da Ouabaina esse efeito foi reduzido (45%) quando comparado com o grupo controle. A
morfina (6 mg/Kg i.p.), um analgésico opidide que demonstrou-se efetivo na inibicdo das
contorgdes abdominais estimuladas por este teste (BENTLEY, NEWTON, STARR, 1981), e
foi utilizado como controle positivo em nosso modelo. Essa droga padréo inibiu
significativamente (aproximadamente 78%) o numero de contor¢des em relagdo ao grupo

controle (Figura 27).
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FIGURA 27: Efeito da Ouabaina no teste de contor¢coes abdominais induzidas por acido
acético. Camundongos foram pré-tratados com Ouabaina (OUA) (i.p.) na dose de 0,56mg/Kg por 3
dias consecutivos. Uma hora apés o ultimo tratamento com Ouabaina os camundongos receberam
injecdes intraperitoneais de acido acético 8%. Cada barra representa uma média de 10 animais. A
morfina (MOR) (6 mg/Kg) foi utilizada como droga para controle positivo e administrada meia hora
antes do desafio com acido acético. Os asteriscos denotam os niveis de significAncia comparados
com o grupo controle negativo, pré-tratado apenas com PBS. Os dados foram expressos com médiat
S.E.M. e analisadas pelo programa Graphpad Prism usando ANOVA seguido do Dunnett’s test. **
p<0,01. CTR: grupo pré-tratado com PBS; MOR: grupo pré-tratado com morfina. Todos esses grupos

foram posteriormente desafiados com acido acético.
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4.2.2. Efeito da Ouabaina no teste de placa quente e possivel envolvimento opidide

O teste de placa quente reflete o envolvimento de mecanismos centrais, visto que
apenas substancias que atuam de forma central sdo capazes de interferir na dor
desencadeada neste modelo. Adicionalmente, o modelo indica que compostos que
promovam anti-nocicepgao, no teste, possuem envolvimento narcético (PINI et al. 1997 ;
HOSSEINZADEH, YOUNESSI, 2002). Esse fato € confirmado com a adigdo de grupos pré-

tratados com um antagonista inespecifico dos receptores opidides, a naloxona.

Os resultados revelaram que os camundongos administrados com PBS e submetidos
ao teste de placa quente, conseguem permanecer um tempo muito curto (alguns poucos
segundos) na placa, ou seja, possuem um tempo de laténcia pequeno, em todos os tempos
estudados. A injecdo do antagonista opidide, naloxona, associada ao PBS nao interfere
nessa condigdo em nenhum dos tempos estudados. Em contrapartida, no grupo que foi
administrado com a Ouabaina, houve um aumento do tempo de laténcia (74%) no teste,
apo6s 30 minutos da injecao da substancia. Esse efeito foi revertido (aproximadamente 77%)
quando houve o pré-tratamento com a naloxona (5mg/kg s.c.) (PRZEWLOCKI,
PRZEWLOCKA, 2001). Nos tempos mais tardios, de 60 e 120 minutos, a injecédo de
Ouabaina nao interferiu na nocicepgao desencadeada pelo teste. A morfina, um analgésico
opidide, foi utilizado como controle positivo € provocou um aumento do tempo de laténcia
(mais de 70%) em todos os tempos avaliados, efeito esse foi revertido (em
aproximadamente 70%) pelo pré-tratamento com o antagonista opidide, naloxona, o que

demonstra que o modelo utilizado é funcional (Figura 28).
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FIGURA 28. Efeito da Ouabaina no teste de placa quente. Camundongos foram pré-tratados com
Ouabaina (OUA) (i.p.) na dose de 0,56mg/Kg por 3 dias consecutivos. Uma hora apds o ultimo
tratamento com Ouabaina os camundongos foram colocados, por no méaximo 30 segundos, num
aparelho de placa quente e a laténcia foi registrada. Cada barra representa uma média de 6 animais.
A morfina (MOR) (10 mg/Kg) foi utilizada como droga controle positivo e administrada meia hora
antes do desafio na placa quente. Nos grupos com o antagonista opidide, naloxona (NLX) (5mg/Kg
s.C.) 0 pré-tratamento foi realizado 15 minutos antes do tratamento com PBS (PBS+ NLX), Ouabaina
(OUA+ NLX) ou morfina (MOR+ NLX). Os asteriscos denotam os niveis de significancia comparados
com o grupo controle negativo (CTR), simbolos de + comparam com o grupo morfina e # comparam
com o grupo Ouabaina. Os dados foram expressos com médiat S.E.M. e analisadas pelo programa
Graphpad Prism usando ANOVA seguido do Dunnett’s test. * p<0,05; ** p<0,01.
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4.3. Interferéncia da Ouabaina no comportamento

4.3.1. Analise do efeito da Ouabaina na sedagao e movimentagao

O teste de labirinto de cruz elevada é baseado na capacidade natural de medo e
evitacdo de lugares abertos por camundongos e ratos. O teste contabiliza o nimero de
entradas e saidas nos bragos abertos e fechados, bem como o tempo dispendido em
ambos, sendo seu resultado um reflexo do nivel de ansiedade e da capacidade motora dos
animais. Esse teste demonstra modificagdes comportamentais frente a administragdo de
diversas substancias que atuem especificamente nesses mecanismos fisiologicos
(MONTGOMERY, 1955; BORSY, CSANYI, LAZAR, 1960; PELLOW et al. 1985; TREIT,
MENARD, ROYAN, 1993; RODGERS, JOHNSON, 1995).

Os resultados revelaram que a administragdo da Ouabaina nao interferiu no numero
de entradas, porém aumentou o tempo dispendido nos bracos abertos. A substancia
também nao interferiu no numero de visitas nos bragos fechados, mas provocou um
decréscimo do tempo dispendido nesses bracgos. A Ouabaina nao interferiu no nimero total
de entradas. O controle positivo, Diazepam (0,5mg/Kg), aumentou o numero total de
entradas o tempo dispendido nos bracos abertos, bem como decresceu o tempo dispendido
nos bragos fechados, efeito esperado por sua atividade ansiolitica e sedativa comprovadas
(Figura 29).
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FIGURA 29. Efeito da Ouabaina no teste de labirinto de cruz elevada. Camundongos foram pré-
tratados com Ouabaina (OUA) (i.p.) na dose de 0,56mg/Kg por 3 dias consecutivos. Uma hora apés o
ultimo tratamento com Ouabaina os camundongos foram colocados no labirinto e avaliados durante 5
minutos. Foi registrado o nimero de visitas aos bragos abertos e fechados, bem como o tempo de
laténcia em cada um deles. Cada barra representa uma média de 7 ou 8 animais. O diazepam (DZP)
(0,5 mg/Kg) foi utilizado como droga controle positivo e administrado meia hora antes do experimento.
Os dados foram expressos com médiat S.E.M. e analisadas pelo programa Graphpad Prism usando
ANOVA seguido do MannWhitney test* p<0,05; **  p<0,01; p **< 0,001.
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O presente trabalho avaliou a atividade da Ouabaina em processos inflamatérios e
nociceptivos. Para a realizagao dos testes relacionados a inflamagao foi utilizado um dos sinais
classicos do processo inflamatério, o edema, amparados por um modelo simples e de facil
manipulagdo, bastante efetivo para testar substancias com o potencial antiinflamatério, o

modelo de edema de pata ou teste cutaneo.

Inicialmente, foi realizada uma curva dose-resposta, a fim de saber qual a melhor
concentracao e a quantidade de dias de injecdo necessarios para que a Ouabaina
apresentasse efeito no processo inflamatério (dados nao demonstrados, mas presentes no
artigo anexo). A dose efetiva para todos os testes, realizados in vivo, foi 0,56 mg/Kg,
injetada intraperitonealmente, por 3 dias consecutivos. Estes resultados estdo de acordo
com o artigo de Rodrigues-Mascarenhas, dos Santos e Rumjanek (2006) e um artigo
publicado recentemente do mesmo grupo (de PAIVA et al, 2011). Essa dose promove uma
concentragao plasmatica similar a atingida com o tratamento farmacolégico e em situagdes
de estresse (107'M) (BAUER et al., 2005), porém sabe-se que as concentracdes basais
fisiolégicas da Ouabaina, encontradas no plasma, estdo entre 107" e 10™° M (HANSEN,
2003).

O estudo da Quabaina na inflamacgao iniciou-se com o teste cutaneo induzido pela
carragenina, uma substancia coldéide obtida por extragdo em fase aquosa de variedades
naturais de algas das familias Gigartinaceae, Solieriaceae, Hypneaeceae e Furcellariaceae
da classe Rhodophyceae (algas vermelhas) (CASTARDO, 2007). Esse composto é
amplamente utilizado na triagem farmacolégica de diversas drogas com atividades anti-
inflamatéria (VINEGAR et al., 1969; CRUNKHORN, MEACOCK, 1971; POSADAS et al.,
2004; ARYA, KUMAR, 2005).

A injecao da carragenina na pata induz a formagéao de uma resposta inflamatéria que
provoca o aumento do volume da pata (edema), infiltrado neutrofilico e hiperalgesia
(HANDY, MOORE, 1998). Esse modelo foi descrito inicialmente em 1962 em ratos
(WINTER, RISLEY, NUSS, 1962), e em 1969 foi adaptado para camundongos (LEVY,
1969).

A primeira fase da resposta desencadeada pela carragenina corresponde as
primeiras 6 horas e é caracterizada por um pequeno edema. A fase mais precoce (as
primeiras duas horas) é principalmente mediada por histamina, serotonina e um aumento da
bradicinina e da sintese de prostaglandinas nos tecidos circunvizinhos. Entre 3 e 4 horas
inicia-se a emigracao de leucécitos para o sitio inflamado, havendo liberacdo de enzimas
proteoliticas, o que promove aumento da geragdo de prostaglandinas no local (WILLIS,
1969; ANDERSON, BROCKALEHURST, WILLIS, 1971).
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Os estudos sugerem que sao as prostaglandinas, em especial a PGE2, a partir
desse momento, que mantém o aumento da permeabilidade vascular e liberagcdo de outros
mediadores inflamatérios. Estudos recentes demonstram que a partir da quarta hora ha um
aumento significativo da expressédo da iNOS e consequentemente grande produgado de NO,
substancia que parece auxiliar a PGE2 na manutencdo do edema. Nesse contexto também
parecem estar envolvidas varias citocinas pro-inflamatérias, a exemplo do TNF-a, IFN-y e IL-
2, que provocam um feedback positivo para um aumento da produgdo de NO ( IANARO et
al, 1994; OMOTE et al., 2001; POSADAS, et al 2004). A fase mais tardia, que se inicia a
partir das 24 horas, € sustentada pela liberagdo de prostaglandinas (BRITO, ANTONIO,
1998).

Os resultados demonstraram que a administracdo de Ouabaina promoveu um efeito
anti-inflamatdrio na fase inicial do edema de pata provocado pela carragenina (entre 30
minutos e 5 horas), porém nao interferiu na fase tardia (a partir de 24 horas). Esses dados
demonstram pela primeira vez o efeito anti-inflamatério da Ouabaina, porém n&o direciona
prostaglandinas, citocinas proé-inflamatoérias, a exemplo da IL-6 e TNF-a (MATSUMORI et
al.,1997) ou pelo bloqueio da via de sinalizagdo do TNF-a/NF-«kB, mecanismo de agéo

desencadeado por diversos outros glicosideos (YANG et al., 2005).

Para melhor entender a atuagéo da Ouabaina na inflamagado um segundo composto
inflamataorio, o 48/80, foi testado. O composto 48/80 (uma mistura de polimeros derivados do
N-metil-p-metoxi-feniletilamina), foi descrito como uma substancia que estimula diretamente
proteinas G e promove a mudanca de GDP para GTP e consequente dissociacido das
subunidades a e By (TOMITA et al., 1991; TANAKA et al., 1998). Nos mastdcitos esse
composto penetra parcialmente na membrana plasmatica e ativam a atividade GTPase
estimulando a via da fosfolipase C, levando a uma rapida exocitose do conteudo dos
granulos, incluindo a histamina (NAKAMURA, Ul, 1985; MOUSLI et al., 1990; SENYSHYN ,
BAUMGARTNER, BEAVEN, 1998).

Os resultados demonstraram que a inje¢do da Ouabaina promoveu uma inibicdo do
edema de pata ocasionado pelo composto 48/80 em todos os tempos estudados (30,60 e
120 minutos), confirmando assim a atividade anti-inflamatéria da Ouabaina. Existem
controvérsias acerca da atuacdo da Ouabaina na degranulagdo de mastécitos, foram
reportados efeitos inibitorios, estimulatérios e até mesmo auséncia de efeito (OKAZAKI et
al., 1976; LAGO et al, 2001; SENOL et al. 2007). Através dos resultados obtidos podemos
postular alguns mecanismos de inibicao da inflamagao pela Ouabaina nesse modelo, dentre
0s quais sao destacados os seguintes: (1) via inibicdo da liberacdo das aminas biogénicas

presentes nos mastdcitos residentes, ou seja, inibicdo da degranulagdo do mastdcito, ou (2)
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através da inibigéo de ligagdo dos mediadores em seus receptores especificos, incluindo as

aminas vasoativas.

Para melhor entender a via envolvida na inibicdo da inflamagao pela Ouabaina, foi
iniciado um estudo da atuagcdo da Ouabaina frente a inflamacao desencadeada por
mediadores inflamatérios especificos. Inicialmente foi feita a avaliagdo do edema de pata
desencadeado por histamina. Essa amina vasoativa esta envolvida nas fases mais precoces
do edema de pata ocasionado pela carragenina e no edema gerado pela degranulagao de
mastécito, na inflamagdo desencadeada pelo composto 48/80, ambos inibidos pela

Ouabaina.

Os resultados demonstraram que a administragdo da Ouabaina nao interferiu no
edema de pata desencadeado por histamina em nenhum dos tempos estudados (30, 60 e
120 minutos). Juntos, esses dados sugerem que a atuagado da Ouabaina frente a inflamagao
€ independente da via da histamina. Uma hipotese € que a Ouabaina, nesse modelo de
inflamacao, através da injecdo do composto 48/80, possa ligar-se a agucares ou
glicoconjugados na superficie do mastocito e entdo estabilizar a membrana do mastdcito
prevenindo a liberagdo de seu conteudo e consequentemente, inibindo o desencadear do

processo inflamatério.

O segundo mediador utilizado foi a prostaglandina E2, envolvida tanto na primeira
quanto na segunda fase do edema desencadeado pela carragenina. Os resultados
demonstraram que o processo inflamatério desencadeado por PGE2 é inibido pela injegdo de

Ouabaina em todos os tempos estudados (15, 30 e 60 minutos).

Estudos com linhagens de células de rim canino demonstram que as
prostaglandinas podem modular a atividade da Na'/K" ATPase, tanto positiva quanto
negativamente, e esta modulagéo parece interferir na ligagdo com a Ouabaina. Um estudo
mostra que a PGE2 inibe a Na’/K" ATPase, e sua pré- incubagdo com essas células reduz o
numero de sitios de ligagdo com a Ouabaina (COHEN-LURIA; RIMON; MORAN, 1993).
Outro estudo, com o mesmo tipo de célula, demonstra o aumento da transcricao de genes
da Na'/K" ATPase, pela PGE2, culminando com um maior nimero de sitios de ligagédo para
Ouabaina (TAUB et al, 1992). Esta modulagdo esta relacionada aos receptores de

prostaglandinas.

Alguns modelos demonstram que ha o aumento da atividade da bomba em
processos inflamatoérios, estando esse fendbmeno também relacionado a nocicepgao
(CZAPLINSKI, ABAD, EBLEN-ZAJJUR, 2005). Outros mostram-se divergentes em relagéo a
atividade da Na'/K" ATPase e inflamag&o. Propdem que inibidores da Na'/ K'-ATPase

estimulam a COX-2, propiciando o desencadeamento da inflamacio, porém aumentam
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outras substancias que estabilizam o mRNA da COX-2, o que abre perspectivas para que

essas substancias atuem como inibidores da inflamacao (SU et al., 2011).

Diante do exposto, nesse modelo, pode ocorrer um aumento da atividade da Na'/K*
ATPase induzida pela PGE2, o que poderia auxiliar a desencadear o processo inflamatério,
acompanhado dos mecanismos ja bem conhecidos, com envolvimento dos receptores EP2
e EP3. Associadamente pode haver um aumento do numero de sitios de ligagdo a
Ouabaina. A inibicdo da Na'/K" ATPase pela Ouabaina, poderia reverter a estimulagdo da
Na'/K" ATPase desencadeada pela PGE2, em especial se os sitios estiverem em nimeros

aumentados, e isso consequentemente diminuiria a inflamagao.

Outra possibilidade seria a indugao, pela Ouabaina, da sintese de substancias que
atuem como inibidoras da inflamacao, a exemplo das supracitadas, que estabilizam RNAs
de fatores pro-inflamatérios propiciando uma acao anti-inflamatéria. Isso poderia ocorrer
através da ligagdo a Na'/K" ATPase ou através de outras vias. Essas hipoteses poderiam
explicar o mecanismo utilizado pela Ouabaina para promover seu efeito anti-inflamatério
dependente da via da PGE2.

Outro mediador utilizado foi a bradicinina, um importante mediador envolvido no
processo inflamatdrio desencadeado pela carragenina. Os resultados demonstraram que o
edema desencadeado por bradicinina so6 € inibido pela Ouabaina em tempos precoces (15

minutos) (34%), mas ndo em tempos mais tardios (30 minutos).

Sinteticamente os resultados até o momento, demonstraram que a Ouabaina
de mastécitos, e modulacdo na via da PGE2 e da bradicinina, porém o mecanismo é
independente da via da histamina. Esses resultados sugerem varias possibilidades de acéo
para a substancia em questdo. Essas suposi¢cdes vao desde a estabilizagdo de carboidratos
na membrana de mastdcitos até a possivel relacdo da modificacdo da atividade da Na'/K*
ATPase e modificagao dos receptores de prostaglandinas. Além destes, outros mecanismos
ainda desconhecidos, como a propria entrada da substancia na célula promovendo

modificagdes fisioldgicas, ndo podem ser descartadas.

Todos os resultados anti-inflamatérios apresentados pela substancia em questdo, sugerem
que a mesma pode apresentar efeito anti-nociceptivo. Sabe-se que as prostaglandinas séo potentes
agentes sensibilizantes habeis em modular multiplas vias nociceptivas (BURIAN, GEISSLINGER,
2005), e que PGE2 e PGI2 aumentam a liberagao de peptideos como substancia P e o gene da
calcitonina na inflamagao neurogénica, atuando sinergicamente com a bradicinina (BK) na indugéo da
dor. Esses mediadores estédo entre os mais importantes indutores da hiperalgesia inflamatéria. Devido

a esses fatos foi avaliado o efeito da Ouabaina na nocicepgéo.



VASCONCELOS, D.1.B Discusséo 87

O teste nociceptivo realizado inicialmente foi o teste de contorgbes abdominais induzidas por
acido acético (KOSTER; ANDERSON; DEBBER, 1959). Este teste é bastante sensivel em
detectar atividade anti-nociceptiva periférica de compostos, porém ndo corresponde a um
modelo especifico (TAKAHASHI, PAZ, 1987). A administragdo desse agente irrita a
membrana serosa levando a liberagdo de substancias como prostaglandinas, serotonina, cininas,

H+, K+, entre outras, que promovem a estimulagcdo de nociceptores localizados na superficie
peritoneal (BENTLEY et al., 1983; FORTH, MARTIN; PETER, 1986).

Esse mecanismo provoca um comportamento caracterizado por contragdes
abdominais, movimentos do corpo e uma distor¢do dos musculos dorso-abdominais, bem
como a redugdo da atividade motora e coordenacéo (BARS et al., 2001). O mecanismo de
contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético pode estar relacionado a sensibilizacdo
de receptores nociceptivos por prostaglandinas ou por envolvimento da via opidide
(COLLIER et al., 1968).

Os resultados demonstraram que a Ouabaina reduziu significativamente o numero
de contor¢gées abdominais induzidas por acido acético. O resultado analgésico, desse
modelo, pode ser um reflexo da inibicdo das vias da PGE2 e da bradicinina, evidenciada nos
modelos de inflamag&o. Outros trabalhos demonstram que a Ouabaina inibe a Na'/K"
ATPase em neurOnios centrais e periféricos e modifica a liberagdo de diversos
neurotransmissores envolvidos na transmissdo da dor (YAKSH, WILSON, 1979; VYAS,
MARCHBANKS, 1981; SATOH, NAKAZATO, 1992; DOHI, 1996). Esse efeito também pode

estar relacionado a ligagao de receptores opidides periféricos pela substancia.

Foi descrito que a administragéo local de opiédes enddgenos, como a B-encefalina,
promove efeitos anti-nociceptivos na dor inflamatéria, e isso se da através de receptores
opidides p e & (STEIN, GRAMSCH, HERZL,1990). Isso confirma que uma agao opidide
periférica da Ouabaina pode estar presente na inibicdo da nocicepgdo, no teste de

contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético.

Para melhor esclarecer o efeito da Ouabaina na dor foi utilizado o teste de placa
quente. As patas dos camundongos s&o muito sensiveis a aumento de temperaturas que
nao danificam o tecido. O teste de placa quente desencadeada uma dor que possui
envolvimento narcético, sendo o mesmo especifico para identificar agentes anti-nociceptivos
que atuam de forma central (PINI et al., 1997). A administracdo de substancias que atuem
em nivel supra-espinal prolonga o tempo de reagdo no teste (FRANCA et al, 2001;
CAMPOS et al. 2002). Apesar de compostos que possuam atividade sedativa e relaxante

muscular atue nesse teste, a resposta anti-nociceptiva, nesse modelo, é considerado
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seletiva para compostos semelhantes a opidides (WOOLFE, MACDONALD, 1944; EDDY,
LEIMBACK, 1953; JANSSEN, NIEMEMEGEERS, DONY, 1963).

Os resultados obtidos evidenciam que a injegdo da Ouabaina provoca a inibigdo da
dor no teste de placa quente apenas em tempos precoces (30 minutos), evento
demonstrado pelo aumento do tempo de laténcia nesse periodo. Nos tempos mais tardios
(60 e 120 minutos) a substancia ndo possui efeito no teste. Para verificar se a atuacao da
substancia se dava pela via opidide, foi utilizado um antagonista inespecifico de receptores
opidides, a naloxona. A administracdo dessa droga inibiu o efeito da Ouabaina frente a dor
central. Isso indica que o efeito analgésico central da Ouabaina é desencadeado pela sua

atuacao na via opiode.

Outros grupos ja haviam descrito a tendéncia da Ouabaina em promover anti-
nocicepgao, através de um modelo de injecao intratecal da substancia em ratos. Em um
desses estudos, foi evidenciado o sinergismo da Ouabaina com a morfina (ZENG, et al.,
1999; ZENG, CHEN, DOHI, 2007). Pesquisas demonstram a relagdo entre receptores
opiddes e a Na'/K* ATPase e comprovam que a expressdo de receptores de opidides do
tipo d inibem a atividade da bomba. Este estudo sugere que a atividade da bomba Na*/K*
ATPase, em diferentes modelos, afeta a atividade neural diretamente além de interagir com
os receptores opidides 0 e afetar sua funcionalidade modulando a transmissdo da dor
(DENG et al., 2009).

Esse mesmo estudo mostra que essa inibigcdo parcial da Na*'/K* ATPase promove um
aumento da sensibilidade agonista desses receptores opiddes. A efetividade na anti-
nocicepgao ocorre através do aumento de opidides endégenos a exemplo das endorfinas
(DENG et al., 2009). Esses dados permitem sugerir que a Ouabaina, inibe a bomba de

Na"K* e interage com receptores opidides, desencadeando seu efeito anti-nociceptivo.

Conceitua-se opidide como todas as substincias naturais, semi-sintéticas ou
sintéticas que reagem com o0s receptores opidides, quer como agonista quer como
antagonista (MARTIN, 1983).

Por ser uma substancia enddégena, e interagir com receptores opidides, como
agonista, a Ouabaina pode ser considerada uma potente endorfina por ter uma reducgao da
dor semelhante a morfina. Sabe-se que os efeitos tanto fisiolégicos quanto patoldgicos das
endorfinas s&o rapidamente revertidos pela administracao da naloxona (FADEN, HOLADAY,
1980).

A sugestdo da substancia se tratar de uma endorfina deve-se também as
similaridades fisiolégicas que ela possui com os opidides enddégenos. Além de possuir

atividade anti-nociceptiva central e periférica, demonstradas neste trabalho, sabe-se que a
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Ouabaina pode ser produzida por elementos do eixo HPA (adrenal, hipotalamo e hipofise)
(HAMLYN et al., 1991; LAREDO, HAMILTON, HAMLYN, 1994; FERRANDI et al., 1997) e
liberada de modo dependente a outros horménios a exemplo do horménio ACTH (LAREDO,
HAMILTON, HAMLYN, 1994; BECK et al. 1996; HINSON, HARWOOD, DAWNAY, 1998;
SOPHOCLEOUS, ELMATZOGLOU, SOUVATZOGLOU, 2003) e angiotensina |l (LAREDO
et al. 1997; SHAH et al., 1998), sendo sua liberacdo em circunstancias similares aquelas

onde ha secrecao de corticoides.

Adicionalmente a Ouabaina possui seus niveis aumentados apds o exercicio fisico
(GOTO et al, 1995; BAUER et al , 2005). Sua administracdo aumenta a liberagdo de
neurotransmissores no cérebro a exemplo da noradrenalina (GARCIA, KIRPEKAR, 1975),
serotonina (CARMICHAEL; ISRAEL,1975), acido gama-amino-butirico (BENJAMIN,
QUASTEL, 1972) e acetilcolina (ZENG, CHEN, DOHI, 2007). Ademais, a Ouabaina modula
aspectos fisiolégicos como o sistema imunolégico (RODRIGUES-MASCARENHAS et al.,
2009) e endécrino (FLEISCHER et al, 1972; GARDNER, BROWN, AURBACH, 1983)
semelhantes a opidides enddogenos (HILEMAN, JACKSON, 1999; JAMALIA et al., 2007).
Todos esses fatores assemelham a Ouabaina a uma endorfina e corroboram para a

afirmacgao que a substancia em questao pode funcionar como um opidide enddgeno.

Talvez a atuacdo apenas em tempos precoces, nesse modelo, se da porque apenas
uma pequena quantidade da substancia consiga ultrapassar a barreira hemato-encefalica e

chegar ao SNC, sendo degradada rapidamente.

Para descartar a possibilidade de um falso-resultado analgésico da substancia,
desencadeado por sedagao e/ou diminuigdo da movimentagdo do animal, realizamos um teste que
avaliou a sedagdo e a movimentagdo dos animais, o labirinto de cruz elevada. Este modelo é
baseado na capacidade de medo de lugares abertos por ratos e camundongos e evitagdo desses

ambientes, estando a maior parte do tempo em lugares fechados (MONTGOMERY, 1955;
LISTER, 1987; TREIT, MENARD, ROYAN, 1993).

Sabe-se que o percentual de entrada nos bracos abertos € o tempo dispendido
nesses bragcos € um parametro classico utilizado para avaliar o estado de ansiedade apods o
tratamento com diversas drogas. O numero total de entradas é o parametro utilizado para
indicar a atividade motora em camundongos (LISTER, 1987) e ratos (BORSY, CSANYI,
LAZAR, 1960). Entdo é correto utilizar o numero total de entradas para avaliar a atividade
motora de camundongos, por ser uma medida relativa da atividade locomotora (PELLOW et
al., 1985; RODGERS, JOHNSON, 1996). Outro parametro utilizado pode ser o nimero de
entrada nos bracos fechados, que também é definido como atividade locomotora (BORSY,
CSANYI, LAZAR, 1960; RODGERS, JOHNSON, 1996).
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Os dados demonstram que a Ouabaina nao interfere no comportamento de
ansiedade nem na fungdo motora comparados com o grupo controle. Esses resultados
sugerem que o efeito anti-nociceptivo da Ouabaina ndo esta relacionado a atividade

sedativa ou a fungao motora.

Desta forma, com os resultados obtidos durante a realizacdo deste trabalho,
verificou-se que a Ouabaina possui atividade anti-inflamatdria, e esse efeito é dependente
da inibicdo da degranulacdo de mastécitos e da modulagido das vias de mediadores
inflamatérios. A Ouabaina demonstrou também possuir atividade anti-nociceptiva periférica
e central. Esse efeito é vinculado a modulacido dessas vias de mediadores inflamatodrios e a
mecanismos opioides. Adicionalmente verificou-se que a Ouabaina nao provoca sedacao ou
modificagdo na atividade motora, podendo-se, portanto, afirmar que a atividade

antinociceptiva da substancia independe da modificagcdo de padrbes comportamentais.



6. CONCLUSOES
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Este trabalho mostra pela primeira vez, o potencial anti-inflamatério e anti-nociceptivo
da Ouabaina em modelos murinos, in vivo. A ouabaina possui potencial anti-inflamatério
diante da inflamagéo aguda desencadeada por diferentes agentes flogisticos, a exemplo da

carragenina e do composto 48/80.

Esse potencial anti-inflamatério da substancia pareceu estar relacionado ao bloqueio

N s ap s

exemplo da PGE2 e da bradicinina porém ¢é independente da via da histamina.

Em relagcido a anti-nocicep¢ao, a Ouabaina possuiu acdo tanto central quanto
inflamatdrios supracitados. Associado a esses efeitos a Ouabaina possui atuagao na via
opidide, o que desencadeia sua analgesia central, em tempos precoces, e pode colaborar

na analgesia periférica.

A anti-nocicep¢do desencadeada pela Ouabaina independe da modificagdo de
mecanismos comportamentais. A inje¢ao da substancia ndo provoca sedacéo ou diminuigao

da capacidade motora dos animais.

Diante de todas as evidéncias de liberagdo e as similaridades fisiologicas que ela

possui com os opidides enddgenos, o estudo sugere que a Ouabaina seja uma endorfina.

TESTES INFLAMATORIOS TESTES NOCICEPTIVOS

CARRAGENINA

COMPOSTO NALOXONA
48/80
TESTE DE
CONTORCOES

_ ABDOMINAIS
HISTAMINA Semerle / INDUZIDAS
POR ACIDO
ACETICO
PGE2 TESTE DE
PLACA
QUENTE
BRADICININA

Figura 30: Resumo esquematico do efeito anti-inflamatdrio e anti-nociceptivo da Ouabaina.
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Ouabain, an inhibitor of the Na*/K*-ATPase pump, was identified as an endogenous substance of human plasma. Ouabain has
been studied for its ability to interfere with various regulatory mechanisms. Despite the studies portraying the ability of ouabain
to modulate the immune response, little is known about the effect of this substance on the inflammatory process. The aim of this
work was to study the effects triggered by ouabain on inflammation and nociceptive models. Ouabain produced a reduction in
the mouse paw edema induced by carrageenan, compound 48/80 and zymosan. This anti-inflammatory potential might be related
to the inhibition of prostaglandin E2, bradykinin, and mast-cell degranulation but not to histamine. Ouabain also modulated
the inflammation induced by concanavalin A by inhibiting cell migration. Besides that, ouabain presented antinociceptive
activity. Taken these data together, this work demonstrated, for the first time, that ouabain presented in vivo analgesic and anti-

inflammatory effects.

1. Introduction

Ouabain, one of the oldest drugs used for treatment of car-
diac insufficiency, is classically known as a specific inhibitor
of the plasma membrane Na*/K*"-ATPase [1]. Originally
isolated from plants, it was demonstrated that mammals
naturally produce an endogenous analogue of ouabain, a
hormone synthesized in the adrenal glands, hypothalamus,
and pituitary and found circulating in the plasma [2-5].
Accumulating evidence suggests that circulating levels of
endogenous ouabain are modulated by stress conditions.
Elevated plasma levels of ouabain were found in hyperten-
sive patients and after physical exercise in different species
[6-8].

The steroid ouabain is capable of modulating many as-
pects of the immune system, being considered as an im-
munomodulatory molecule [9]. Ouabain, in vitro, inhibits
mitogen-induced thymocyte and lymphocyte proliferation
[10, 11], inhibits the generation of lymphokine-activated
killer (LAK) activity induced by IL-2 [12], increases intra-
cellular calcium levels [13], increases CD69 expression [14]
and acts both in vitro [15] and in vivo [16] synergistically
with corticoids. In vitro, ouabain increases glucocorticoid-
induced plasma membrane depolarization in lymphoid cells
[9]. Besides that, ouabain downregulates mCD14 expression
on monocytes, which is related to inflammatory response
against several pathogens [17] and induces IL-1 f3 production
on human mononuclear cells [18].



Additionally, this molecule is also capable of inducing
the activation of various signal transduction cascades that
are independent of changes in intracellular Na* and K* con-
centrations, involving the Ras/Raf/mitogen-activated protein
kinase (MAPK) cascade, transactivation of epidermal growth
factor receptor (EGFR), and protein kinase C [17, 19-23]. In
murine thymocytes, ouabain decreased the levels of phos-
phorylated MAPK p38 and nuclear factor of activated T-cells
(NFATc1) induced by the mitogen concanavalin A [24].

Besides the effects described in the immune system, little
is known about the role of ouabain in inflammatory pro-
cesses. During inflammation, a complex program of intra-
cellular signal transduction and transcription events, driven
by multiple proinflammatory mediators and cytokines, is
activated. The acute inflammation is characterized by exu-
dation of protein-rich fluid, edema, vasodilatation, and cell
migration, primarily neutrophils, into the site of injury [25].
It was reported that ouabain suppressed the production of
the pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-« stimulated
with LPS both in vitro and in vivo [26]. In addition, cardiac
glycoside drugs inhibits TNF-a/NF-«B signaling pathway,
which is a central common regulator for the process of in-
flammation [27].

The aim of the present study was to investigate the role of
ouabain in acute peripheral inflammation induced by intra-
plantar and intraperitoneal injection of different phlogistic
agents and in algesic processes.

2. Material and Methods

2.1. Animals. Female swiss albino mice (2 months old) were
housed in a temperature-controlled room and received water
and food ad libitum. After manipulation, euthanasia was
employed by cervical dislocation. The study was performed
according to the Guidelines on Ethical Standards for Investi-
gation of Experimental Pain in Animals [28], after approval
of protocol no. 0407/08 by the Institutional Ethics Commit-
tee of Laboratério de Tecnologia Farmacéutica.

2.2. Treatment with Ouabain. In all experiments, 0.56 mg/kg
ouabain [16] or phosphate buffered saline (PBS) was given
intraperitoneally (i.p.) for three consecutive days. A dose-
response curve was also performed using 0.10 mg/kg and
0.31 mg/kg ouabain, and 0.56 mg/kg ouabain was given i.p.
for one and two consecutive days.

2.3. Inflammatory Paw Edema. To induce inflammation,
mice received subcutaneous injections in the plantar surface
[29] of carrageenan (2.5%), compound 48/80 (2 ug/paw),
zymosan (1%), histamine (100 ug/paw), prostaglandin E2
(5 ug/paw), and bradykinin (6 nmol/paw) in 20 uL of phos-
phate buffered saline (PBS) in the right (ipsilateral) hindpaw
and 20 uL of PBS in the left (contralateral) hindpaw. Cap-
topril (5mg/kg) was used 1h prior to bradykinin challenge
in order to prevent the action of kininases [30]. Ouabain
last treatment was injected i.p. one hour before intraplantar
injections of phlogistic agents. All the reagents were obtained
from Sigma. Hindpaw edema was measured with a digital
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micrometer (Instrutemp 070393611) [31] and is expressed
as the difference of thickness (mm) between the stimulated
and the saline-injected paw.

Dexamethasone (0.5 mg/kg), indomethacin (10 mg/Kg)
and salbutamol (10 mg/kg) were used as antiinflammatory
controls and injected i.p. or subcutaneous (s.c.) one hour
before intraplantar injections.

2.4. Peritoneal Inflammation Model. Mice were injected
intraperitoneally with 60 ug Concanavalin A diluted in sterile
saline solution to a final injection volume of 0.1 mL one hour
after the last ouabain administration. After 24 h, animals
were sacrificed and peritoneal lavage was performed with
10 mL of sterile PBS [32-34]. The fluid was removed for
total and differential cell counts and results were reported
as cell number/mL of peritoneal wash. Differentiation of
leukocyte subpopulations in peritoneal lavage fluids was
performed on cytospin preparations stained with Wright-
Giemsa solution (Sigma, St. Louis, Mo, USA). For each slide
a minimum of 100 cells was counted microscopically under
1000 magnification.

2.5. Acetic Acid Induced Writhing Test. Acetic acid admin-
istration causes irritation resulting in painful contortions
followed by extension of hind limbs [35]. The animals
were injected i.p. with 0.1 mL/10g of 0.8% (v/v solution)
acetic acid one hour after the last treatment with ouabain
(0.56 mg/kg). Morphine (6 mg/Kg) (i.p.) was used for an-
algesia. Ten minutes after the administration of acetic acid,
mice were placed in separate boxes and the number of
abdominal writhes was counted for 10 minutes. The anti-
nociceptive activity was expressed as the reduction in the
number of abdominal writhes when compared to control
animals.

2.6. Hot Plate. Animals were placed on a hot plate main-
tained at 52 = 1°C. The time elapsed between placing the
animal on the hot plate, and the animal either licking its fore
or hind paws or jumping on the surface was considered the
response latency [36]. Mice with baseline latencies of more
than 15s were excluded from the study. Response latency
testing was measured 30, 60 and 120 minutes after the last
treatment with Ouabain (0.56 mg/kg), saline or the positive
control, morphine (10 mg/Kg). The cutoff time for the hot-
plate test latency was set at 30's to avoid tissue injury. All
animals were brought to the test room at least 1 h prior to
the experiments and were not tested more than once.

2.7. Possible Involvement of Opioid Receptors. In order to in-
vestigate the involvement of the opioidergic system in oua-
bain-induced antinociception, separate groups of mice were
pretreated with nonselective opioid receptor antagonist,
naloxone (5mg/kg, s.c.), which was injected 15 min before
i.p. administration of ouabain (0.56 mg/kg) and morphine
(10 mg/kg, 1.p.), and tested using the hot plate test [37].

2.8. Elevated Plus maze. The apparatus is comprised of two
open arms (35 x 5 cm) and two closed arms (30 X 5 X 15 cm)
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control and injected i.p. one hour before intraplantar challenge. Asterisks denote the significance levels compared with ZYM group. Data
were expressed as mean + S.E.M. and analyzed by software Graphpad Prism using Student’s ¢-test followed by unpaired test. *P < .05,

**P < .01,and ***P < .001.

that extended from a common central platform (5 X 5cm).
The entire maze was elevated to a height of 30 cm above
floor level [38]. One hour after ouabain administration, mice
were placed in the central region of the plus-maze apparatus.
Diazepan (0.5 mg/Kg) was administred 30 min before the test
and used as positive control.

2.9. Statistical Analysis. All data were expressed as mean
+ S.E.M. and analyzed by software Graphpad Prism using
Student’s t-test followed by unpaired test or ANOVA fol-
lowed Dunnett’s or Mann Whitney test , and the results were
considered significant if P < .05.

3. Results

3.1. Effect of Ouabain on Carrageenan, Zymosan, and 48/80-
Induced Mice Paw Edema. The paw edema induced by
carrageenan and zymosan involves various mediators such
as histamine, bradykinin, and prostaglandins [39, 40].
Although 0.10 mg/kg ouabain was without effect, 0.31 mg/kg
and 0.56 mg/kg ouabain prevented zymosan edema forma-
tion (Figure 1(a)). On the other hand, ouabain was not
able to inhibit zymosan-induced paw inflammation when
administered only one day prior experiment (Figure 1(b)).
Furthermore, when ouabain was given for two days prior
experiment, it did not interfere in the edema present 4h
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FIGURE 2: Effect of the pretreatment with Ouabain (OUA, 0.56 mg/kg) administered intraperitoneally on paw edema triggered by carragenan
(CAR), zymosan (ZYM), and compound 48/80 in mice. Mice received intraplantar injections of carrageenan (2.5%, (a)), zymosan (1%, (b)),
or compound 48/80 (2 ug/paw, (c)) in 20 yuL phosphate buffered saline (PBS) in the right hindpaw and 20 4L of PBS in the left hindpaw.
Each point represents the mean of eight animals. Indomethacin (IND, 10 mg/Kg), dexametasone (DEXA, 0.5 mg/Kg), and salbutamol (SALB,
10 mg/kg) were used as antiinflammatory controls and injected i.p. one hour before intraplantar challenge. Asterisks denote the significance
levels compared with CAR, ZYM, or compound 48/80 group. Data were expressed as mean + S.E.M. and analyzed by software Graphpad
Prism using Student’s -test followed by unpaired test *P < .05, **P < .01, and ***P < .001.

after zymosan (Figure 1(c)). Ouabain 0.56 mg/kg injected for
three consecutive days, prevented zymosan edema formation
at the 1st (54.4%), 2nd (47.1%), 3rd (34.7%), and 4th h
(26.9%) after treatment, as well as did 0.5 mg/kg dexam-
ethasone (Figure 2(b)). Similarly to what was observed with
zymosan, carrageenan-induced paw edema was also signifi-
cantly reduced in a time-dependent manner by the treatment
of 0.56 mg/Kg ouabain at 30min (54.9%), Ist (66.4%),
2nd (51.0%), and 5h (51.9%) after carrageenan treatment
(Figure 2(a)). On the other hand, ouabain did not interfere
in the edema present 24 h after carrageenan injection. A
significant antiinflammatory effect of indomethacin at the
dose of 10 mg/Kg was observed at all times studied. Paw

edema induced by compound 48/80 was short lasted, with a
peak 30 min after injection. Ouabain significantly inhibited
the edema, but to a lesser extent than salbutamol, at 30
(69.1%), 60 (79.7%), and 120 min (49.7%) after compound
48/80 injection (Figure 2(c)).

3.2. Effect of Ouabain on Paw Edema Triggered by Different
Inflammatory Mediators. The results in Figure 3(a) indicate
that ouabain was incapable to inhibit the edema induced by
histamine at any of the times studied. On the other hand, the
administration of ouabain produced a significant reduction
in the mouse paw edema induced by prostaglandin E2 and
bradykinin (Figures 3(b) and 3(c)). A significant antiedema
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FIGURE 3: Effect of the pretreatment with Ouabain (OUA, 0.56 mg/kg) administered intraperitoneally on paw edema triggered by histamine
(HIS), prostaglandin E2 (PGE2) and bradykinin (BRAD). Mice received intraplantar injections of histamine (100 yug/paw, (a)), prostaglandin
E2 (5 ug/paw, (b)) or bradykinin (6 nmol/paw, (c)) in 20 uL of phosphate buffered saline (PBS) in the right hindpaw and 20 4L of PBS in
the left hindpaw. Each point represents the mean of eight animals. Dexametasone (0.5 mg/kg) was used as antiinflammatory control and
injected i.p. one hour before intraplantar challenge. Data were expressed as mean + S.E.M. and analyzed by software Graphpad Prism using

Student’s t-test followed by unpaired test *P < .05, **P < .01, and ***P < .001.

effect of ouabain was observed at 15 (79.8%), 30 (82.1%) and
60 min (96.0%) after prostaglandin E2 challenge and at 15
(34.0%) but not at 30 min after bradykinin challenge.

3.3. Effect of Ouabain Treatment on the Cellular Influx into the
Peritoneal Cavity. Peritoneal inflammation was induced and
the number of cells recruited into the peritoneal cavity was
measured as an indication of the degree of inflammation.
As shown in Figure 4(a), the administration of ouabain
alone had no effect on the number of resident peritoneal
cells in unchallenged mice. However, after induction of
inflammation, treatment with ouabain led to a 70%—80%
reduction in the total cell numbers in the peritoneal cavity
after 24 h, as a reflex of the inhibition of polymorphonuclear

leukocytes (Figure 4(b)). These data are consistent with an
attenuated inflammatory response observed.

3.4. Effect of Ouabain on Acetic Acid-Induced Writhing Re-
sponse. The results of acetic acid-induced writhing responses
in mice, which indicate ouabain’s analgesic activity, were
presented in Figure 5(a). It was demonstrated that ouabain
caused a significant inhibition (45%) on the writhing re-
sponses induced by acetic acid when compared to the control
group, as well as did the analgesic drug, 6 mg/kg morphine
(78%).

3.5. Effect of Ouabain on the Hot Plate Test and Involvement of
Opioid Receptors. The results of the hot plate test revealed
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FicUre 5: Effect of the pretreatment with Ouabain (OUA, 0.56 mg/kg) administered intraperitoneally on acetic acid-induced writhing and
hot plate test in mice. Each bar represents the mean of six or ten animals. Morphine (MOR, 10 mg/kg) administered intraperitoneally was
used for analgesia. Naloxone (NLX, 5mg/kg), an opioid antagonist, was used to test the involvement of opioid receptors. Asterisks denote
the significance level compared with control values; # compared with the Ouabain group and + compared with the morphine group. Data
were expressed as mean = S.E.M. and analyzed by software Graphpad Prism using (ANOVA) followed Dunnett’s test. *P < .05, **P < .01,

and ***P < .001.

that the latency time was increased (74%) when animals were
tested 30 min after the last injection of ouabain. Pretreat-
ment of mice with naloxone inhibited the antinociceptive
effect triggered by ouabain (around 77%). On the other
hand, ouabain was not capable to interfere in the latency
observed after 60 or 120 min. The analgesic drug, morphine
(10 mg/kg) modulated the pain, increased the latency time
(more than 70%), and it was significantly reversed by
naloxone (70%), (Figure 5(b)).

3.6. Effect of Ouabain on Elevated Plus-Maze Test. The results
of the elevated plus maze test revealed that ouabain did
not interfere in the numbers of entries in open arms but

increased the time spent (Figures 6(a) and 6(b)). Addition-
ally, the number of visits was not modified, and the time
spent in closed arms was decreased by ouabain (Figures 6(c)
and 6(d)). Ouabain did not interfere in total number
of entries (Figure 6(e)). The positive control (0.5 mg/Kg
diazepan), increased the number total of entries as well the
number of entries and the time spent in open arms and
decreased the time spent in closed arms.

4. Discussion

In agreement with the immunosuppressive effects that have
been previously observed, in the present work, ouabain
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inhibited inflammation and nociception. To study the role of Ouabain administered for three consecutive days was
ouabain in the inflammatory process, initially we used the  able to inhibit zymosan edema formation at all periods stud-
carrageenan and zymosan-induced paw edema. These mod-  ied. On the other hand, ouabain was not able to inhibit zy-
els induce inflammatory responses, including edema forma-  mosan-induced paw inflammation when administered only
tion, neutrophil infiltration, and the development of hyper-  one day prior experiment. Furthermore, when ouabain was

algesia [41]. given for two days prior experiment, it did not interfere in



the edema present 4 h after zymosan. Despite the fact that
ouabain was effective at the 0.31 mg/kg concentration, the
dose of 0.56 mg/kg was chosen because, using a different
model, in a previous in vivo work, this concentration was
effective [16]. The intraplantar administration of zymosan
activates of the complement system [42] promotes increased
expression of COX-2 and prostaglandin production, mainly
of type E2, and increases the production of nitric oxide [39].
A controversy exists regarding the role played by ouabain on
mast cell degranulation. Stimulatory and inhibitory effects
were reported [43, 44]. Some data have also demonstrated
that ouabain had no effect on mast cell degranulation [45].
In this work, the edema induced by mast cell degranulation
using compound 48/80 was also inhibited.

In agreement with the results using zymosan, ouabain
administered for three consecutive days was also able to
inhibit carrageenan induced edema formation. Henriques
and coworkers [46] showed that carrageenan injection into
the mouse paw induces a biphasic edema that develops
in the first 6 h, followed by a second phase, which starts
at 24 h. The early phase is mainly mediated by histamine,
serotonin, and by an increasing synthesis of prostaglandins
such as prostaglandin E2. Recent studies have shown that car-
rageenan also induces peripheral release of nitric oxide (NO)
sustained by TNF-a, IFEN-y, and IL-1. These cytokines have
been shown to induce iNOS in a variety of cells [47]. The late
phase is mainly sustained by prostaglandin release and NO
[48]. In the present work, we found that ouabain inhibits the
inflammation after 30 min, 1, 2, and 6 h but not after 24 h of
carrageenan challenge. The antiinflammatory effect observed
in the first phases could be related to the suppression of the
pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-« [26] and by the
blockade of the TNF-a/NF-«B signaling pathway [27].

Taking this information into account, the effect of oua-
bain triggered by different inflammatory mediators related
to carrageenan, zymosan, and compound 48/80-induced
mouse paw inflammation was carried out. The present re-
sults demonstrate that ouabain produced a significant re-
duction in the mouse paw edema induced by prostaglandin
E2 and bradykinin (at 15 minutes) but did not interfere in
the edema induced by histamine. These findings suggest that
the antiinflammatory effect of ouabain might be related to
the inhibition of prostaglandin E2, bradykinin, and mast-cell
degranulation but not to histamine.

Another feature of acute inflammation is cell migration,
primarily neutrophils, into the site of injury. The inhibitory
effect of ouabain on neutrophil migration was confirmed
through peritoneal inflammation induced by concanavalin-
A. This mitogen possesses chemotactic activity for neu-
trophils [49] and ouabain produced a clear inhibition in the
influx of polymorphonuclear cells to the peritoneal cavity.
Together with the previous data, this result clearly demon-
strates that ouabain has an antiinflammatory effect.

Prostaglandins are potent sensitizing agents able to mod-
ulate multiple sites of nociceptive pathways [50]. Prostaglan-
din E2 acts synergistically with bradykinin in the induction
of pain. These substances are among the most important
mediators of the inflammatory hyperalgesia [51-53]. Our
results demonstrated that ouabain produced a significant
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reduction in the mouse paw edema induced by prostaglandin
E2 and bradikynin. These data prompted us to evaluate the
role of Ouabain in the nociception.

The acetic acid-induced abdominal writhing is a sensitive
method to evaluate peripherally acting analgesics. In this
model, opioid mechanisms and released arachidonic acid
via cyclooxygenase and prostaglandin biosynthesis play a
role in the nociceptive mechanism [54-56]. In the present
work, it was demonstrated that ouabain and morphine,
caused a significant inhibition, 45% and 78%, respectively,
on the writhing responses induced by acetic acid when
compared to the control group. This peripheral analgesic
potential might be related to the inhibition of PGE2 and
bradykinin, as we have also found that ouabain reduced the
edema formation induced by these mediators, suggesting
that ouabain antinociceptive effect can be associated with an
antiinflammatory action.

To better evaluate the role of ouabain in pain, we used
the thermal model for nociception, the hot-plate test, which
is specific central antinociceptive test [57-59]. Ouabain was
found to have antinociceptive activity in the hot-plate test,
increasing the latency time (74%) when tested 30 min but
not 60 nor 120min after the last injection of ouabain.
Animals were also pretreated with naloxone, an opioid
antagonist that opposes the effects of opioid agonists such
as morphine [37]. The results demonstrated that naloxone
was capable to inhibit ouabain effect, indicating that at least
in part, the antinociceptive effect of ouabain is also related
to activation of opioid receptors. Using different models, it
was also reported by other groups that ouabain exhibited
antinociceptive effects [60, 61].

In an attempt to discard the possibility that the effect
observed was due to a sedative effect on the animal behavior
and not an analgesic effect, further experiments were per-
formed, and mice were exposed to the elevated plus-maze
test [38, 62—64]. This test is based on the natural fear of open
and elevated spaces, and, as a consequence, rats and mice
tend to avoid the open arms and stay on the enclosed arms
[65, 66]. It was reported that an increase in the proportion of
time spent in the open arms and in the proportion of entries
into the open arms indicates anxiety reduction [38]. On the
other hand, total number of arm entries is an indicator of
motor activity [62—-64]. Our data demonstrated that ouabain
did not interfere in the mice anxiety behavior or in the motor
function, when compared to the control group. As expected,
the positive control (0.5mg/Kg diazepan) leads to anxiety
reduction demonstrated by an increase in the number of
visits and time spent in the open arms and by an increase
in the total number entries. These results suggest that the
analgesic effect of ouabain is not related to sedative effect or
to motor function.

5. Conclusion

For the first time, the present work demonstrated, in vivo, the
antiinflammatory and analgesic potential of ouabain which
might be related to prostaglandin E2 and bradykinin as well
as to opioid mechanisms.
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