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RESUMO

A clindamicina, um antibidtico pertencente ao grupo farmacolégico das lincosamidas,
é utilizada no tratamento de pacientes com pneumonia, osteomielite e infec¢cdes
causadas por microrganismos gram negativos anaerobios e gram positivos aerdbios
e anaeroébios. Estudos recentes tém demonstrado que a clindamicina inibe a producao
de alguns mediadores inflamatérios como TNF-q, IL-18 e prostaglandinas. Desta
forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade da clindamicina em
modelos de dores inflamatéria e nociceptiva e de edema inflamatério em
camundongos. Clindamicina (200 e 400 mg/kg, i.p.) reduziu o edema de pata e a
alodinia mecéanica induzidos por carragenina (400 pug/20 uL, i.pl.) por até 6
h. Clindamicina (400 mg/kg, i.p.) inibiu a segunda fase da resposta nociceptiva
induzida por formaldeido. As doses de 200 e 400 mg/kg de cliindamicina reduziram o
edema de pata induzido por este estimulo durante todo o periodo de avaliacdo. No
modelo de resposta nociceptiva induzida por calor (placa quente), somente a maior
dose de clindamicina (400 mg/kg, i.p.) induziu elevacao da laténcia para apresentacao
do comportamento nociceptivo. Os tratamentos com clindamicina (100, 200 e 400
mg/kg, i.p.), realizados no 1° e no 7° dia apés a injecédo de CFA (1 mg/ml, 20 uL, i.pl.),
reduziram o edema de pata e a alodinia mecéanica por até 48 h. Clindamicina (400
mg/kg), administrada a cada 72 h, reduziu de forma marcante o edema de pata e a
alodinia mecéanica induzidos por CFA. Clindamicina (400 mg/kg) reduziu a
concentracdo de TNF-a na pata dos animais que receberam injecédo local de CFA,
mas ndo de carragenina. A atividade motora dos animais ndo foi alterada pela
administragdo de clindamicina. A atividade da clindamicina em modelo de dor
nociceptiva induzida pelo calor foi atenuada pela administracdo prévia de naltrexona
(5 e 10 mg/kg, i.p.) e ciproheptadina (5 e 10 mg/kg, p.0), mas nao foi afetada pela
administracao de glibenclamida (20 e 40 mg/kg, p.o) ou AM251 (4 e 8 mg/kg, i.p.). Os
resultados demonstram a atividade da clindamicina em modelos de dores nociceptiva,
inflamatoria aguda e inflamatoria crénica, bem como em modelos de edema
inflamatério agudo e cronico. Em modelo de inflamacdo crbnica, as atividades
antiedematogénica e antialodinica foram demonstradas mesmo apés o
estabelecimento da sensibilizacdo e do edema de pata, provavelmente relacionadas

com inibicdo da producdo e/ou acdo de mediadores inflamatorios. Os resultados



também indicam que a atividade antinociceptiva da clindamicina envolve a ativacao
de mecanismos serotoninérgicos e opiodérgicos. Esses achados indicam que a

clindamicina possui potencial para ser reposicionada para o tratamento de pacientes
com condic¢des inflamatdrias e dolorosas.

Palavras chave: clindamicina, dor, nocicepcdo, inflamacéo, TNF-a, opioides,
serotonina.



ABSTRACT

Clindamycin is a lincosamide antibiotic used to treat patients with pneumonia,
osteomielitis and skin infections. It has been recently demonstrated that clindamycin
inhibits TNF-a, IL-1B and prostaglandins production. Thus, the present study aimed to
investigate the activity of clindamycin in models of nociceptive and inflammatory pain
and inflammatory edema in mice. Clindamycin (200 and 400 mg/kg, i.p.) inhibited the
paw edema and mechanical allodynia induced by carrageenan (400 pg/20 uL, i.pl.) for
at least 6 h. Clindamycin (200 and 400 mg/kg, i.p.) inhibited the paw edema induced
by formaldehyde, while only the highest dose (400 mg/kg, i.p.) inhibited the second
phase of the nociceptive response induced by this inflammatory stimulus. In the model
of nociceptive response induced by heat (hot plate), only the highest dose (400 mg/kg,
i.p.) increased the latency for the nociceptive behavior. Treatment with clindamycin
(100, 200 and 400 mg/kg, i.p.), in the first and seventh day after injection of CFA (1
mg/mL, 20 pl, i.pl.), reduced the paw edema and mechanical allodynia for at least 48
h. Administration of clindamycin (400 mg/kg), every 72 h, markedly reduced the paw
edema and mechanical allodynia induced by CFA. Clindamycin (400 mg/kg, i.p.)
reduced the concentration of TNF-a in the paw of animals that received an i.pl. injection
of CFA, but not carrageenan. The motor activity of the animals was not affected by
clindamycin. The activity of clindamycin in the model of nociceptive pain induced by
heat was reduced by previous administration of naltrexone (5 e 10 mg/kg, i.p.) and
ciproheptadine (5 e 10 mg/kg, p.o.), but not by glibenclamide (20 e 40 mg/kg, p.o) and
AM251 (4 e 8 mg/kg, i.p.). Concluding, the results demonstrate the activity of
clindamycin in models of acute nociceptive and inflammatory pain, chronic
inflammatory pain, as well as in models of acute and chronic inflammatory edema. In
models of chronic inflammation, the antiallodynic and antiedematogenic activities were
demonstrate even after the establishment of sensitization and paw edema. These
activities are probably associated with inhibition of the production or action of
inflammatory mediators. The results also indicate that opioidergic and serotonergic
mechanisms may mediate the antinociceptive activity of clindamycin. Altogether, the
results indicate that clindamycin may be further investigated aiming its repositioning in

the treatment of patients with inflammatory and painful conditions.



Keywords: clindamycin, pain, nociception, inflammation, TNF-a, opioids, serotonin.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA DOR

Segundo a International Association for the Study of Pain, a dor é definida
como uma “experiéncia desagradavel a qual envolve aspectos sensoriais e
emocionais, associada a uma lesao real ou potencial dos tecidos.” O papel
fisiolégico da dor é alertar o individuo sobre ameacas ao bem estar e a
integridade do organismo. A exposicdo deste a estimulos potencialmente
nocivos induz sensacao desagradavel, informando ao individuo sobre perigos
frente a sua integridade (BURTON et al., 2016; KLAUMANN et al., 2008). Desta
forma, a dor pode ser considerada um sintoma importante para a detecgéo e a
avaliacdo de diversas doencas, bem como inducdo de comportamento de
precaucédo (BURMA et al., 2016).

A dor possui causas diversas, podendo ocorrer apods lesdo tecidual,
procedimentos cirdrgicos ou estar associada a condi¢cdes crénicas como artrite
e fibromialgia, entre outras (COX, 2010). Os fenémenos subjacentes a
percepcdo do estimulo nocivo e ao relato da dor envolvem processos de
transducédo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais tanto no sistema
nervoso periférico (SNP) quanto no sistema nervoso central (SNC) (BASBAUM
et al., 2009).

Em relacdo a duracdo, a sensacao dolorosa pode ser classificada como
aguda (geralmente ocorre lesédo e ativacao de nociceptores no sitio lesionado)
ou crbnica (originada por leséo ou doenca) (LOESER & MELZACK,1999).

A dor aguda esta diretamente relacionada a leséo tissular e apresenta
menor duragdo (COX, 2010). Apoés a lesdo, os nociceptores ficam sensibilizados
em decorréncia da liberacdo de substancias algogénicas, as quais levam a
reducdo do limiar de ativacdo, explicando, assim, a sensibilizacdo do local
lesionado. A ativacao excessiva e prolongada de vias neuronais, durante o a dor
aguda, pode resultar no desenvolvimento de uma dor de carater cronica. Esta
geralmente esta associada a processos inflamatérios ou infecciosos e
queimaduras (SALLUM et al.,, 2012). A dor aguda apresenta uma funcéo

protetora, pois propicia o reparo do tecido pela criagdo de uma regiao de
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hipersensibilidade em torno da area da lesdo, minimizando os movimentos e
ativando comportamentos de esquiva, 0 que contribui para acelerar a
recuperacéo tecidual (BASBAUM & WOOLF, 1999).

Na prética clinica a dor aguda pode ser avaliada por uma escala referente
a intensidade da dor. A escala numérica possui numeros de 0 a 10, sendo o
primeiro representando “nenhuma” e o ultimo, “dor extremamente intensa”. Ja na
escala verbal o paciente relata sua dor em diferentes intensidades, tais como
nenhuma dor, dor leve, dor moderada, dor forte e dor insuportavel
(GORANSSON et al., 2016; ANDRADE et al., 2006).

Embora extensas investigacdes tenham sido realizadas ao longo das
Ultimas décadas, os manejos farmacoldgico e ndo farmacolégico da dor aguda
ainda ndo séo eficientes. Estima-se que cerca de 50% dos pacientes internados
nos hospitais apresentem dores agudas. Além disso, 86% dos pacientes
apresentam dor aguda apés procedimentos cirdrgicos, sendo que deste grupo
43% descrevem sua dor como moderada, 24% como grave e 23% como extrema
(PASCHIKIS & POTTER, 2015).

Por sua vez, a dor cronica € considerada um problema de saulde publica
afetando grande parte da populacdo em diferentes idades. Estima-se que a
prevaléncia mundial seja de 25% (PARASCHIV-IONESCU et al., 2016).

A cronicidade da dor caracteriza-se pela persisténcia do sintoma além do
periodo fisiolégico de recuperacao do tecido lesionado e possui uma duracdo
superior a trés meses (COX, 2010). De modo diferente da dor aguda, a dor
cronica ndo esta relacionada a sinais de alerta. A dor crénica & definida como
um sintoma presente em processos patoldgicos crénicos como fibromialgia,
sindrome do intestino irritavel, sindrome dolorosa da bexiga, enxaqueca,
lombalgia, entre outras (MAIXNER et al., 2016).

A presencga constante da dor gera impactos negativos sobre o individuo
acarretando em oscilacdes de humor, alteracdo na vida sexual, perda de sono,
baixa autoestima, além de alterar relagdes familiares e profissionais (SALLUM et
al., 2012).

A persisténcia da dor tem sido associada a um estado de amplificacdo da
nocicepcdo, resultante de mecanismos periféricos ou centrais que se

manifestem como hiperalgesia generalizada, decorrente de uma doenca cronica.
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Além disso, fatores genéticos, associados a infeccdes, lesbes e estresse
psicolégico, podem tornar o individuo mais sensivel a dor, colaborando, assim,
para a persisténcia da sensacgao dolorosa constante (MAIXNER et al., 2016).

A avaliacdo da dor crbnica € de suma importancia, uma vez que
documenta a localizacdo da dor e a gravidade da condicéo dolorosa de modo a
acompanhar o curso longitudinal da mesma. Um dos instrumentos utilizados
para a avaliagdo de dor crbénica € o Questionario de Dor McGill, o qual apresenta
20 grupos de palavras para que 0S pacientes possam selecionar as que
descrevem melhor sua dor. Esse questionario possui subescalas capazes de
diferenciar componentes afetivos, sensoriais e avaliativos da dor. E importante
salientar que a avaliacdo da dor crbnica requer uma analise multidimensional, o
que torna o Questionario de Dor McGill importante, uma vez que é capaz de
fornecer informac@es sobre a qualidade de percepcéo da dor (FILLINGIM et al.,
2016).

1.2 DOR NOCICEPTIVA

A nocicepcdo refere-se as manifestacdes neurofisioldgicas geradas por
estimulos nocivos, resultando em uma sensacédo dolorosa. Desta forma, a dor
nociceptiva é resultado da estimulacdo de nociceptores por fatores térmicos,
guimicos ou mecanicos, os quais levam a despolarizacdo do neurdnio gerando
um potencial de acdo e sua propagacéo ao longo de toda fibora (BASBAUM et al.,
2009; WOOLF & SALTER, 2000).

Para que a informacdo nociva possa ser processada € necessaria a
participacdo do neurdnio de primeira ordem, o qual projeta-se da periferia em
direcdo a medula espinhal e ao tronco cerebral; neurénio de segunda ordem,
ascendente pela medula espinhal; e do neurbnio de terceira ordem, o qual
projeta-se da medula espinhal em direcao ao cortex cerebral (KLAUMANN et al.,
2008; MESSLINGER, 1997).

Os neurbnios de primeira ordem possuem terminacdes nervosas livres
denominadas nociceptores, capazes de transmitir estimulos nocivos da periferia

para a medula espinhal e diretamente ao tronco cerebral. Os nociceptores
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podem ser estimulados diretamente por temperaturas extremas, distensdo do
tecido, bem como por lesdes ou infecgbes que induzem a liberacao local de
mediadores quimicos, como as prostaglandinas e citocinas (Yl DAI, 2015;
BASBAUM et al., 2009).

Os neurdnios de primeira ordem séo classificadas de acordo com seu grau
de mielinizacdo, velocidade de conducdo e diametro. As fibras Ad séo
mielinizadas, de didmetro médio, as quais possuem velocidade de conducédo
intermediaria, modulando a dor aguda. As fibras podem ser classificadas em Ad-
| e Ad-Il. Ambas respondem de forma distinta a estimulos de calor intenso, sendo
que as do tipo | sdo ativadas por temperaturas acima de 50°C e as do tipo Il por
temperaturas acima de 42°C. Embora as fibras AB sejam também mielinizadas,
diferem das fibras A® por possuirem diametro maior e por apresentar uma
velocidade de conducdo mais rapida. As fibras AB respondem ao estimulo
mecanico inocuo, isto €, um leve toque. Diferentemente dessas, as fibras C sédo
de diametro pequeno, ndo mielinizadas e apresentam velocidade de conducédo
lenta. S&o responsaveis pela transmissdo da dor difusa e lenta. Essas fibras
nociceptivas sdo capazes de traduzir um estimulo nocivo de natureza térmica,
quimica ou mecéanica, em estimulo elétrico que sera transmitido até o sistema
nervoso central e interpretado no coértex cerebral como dor (AOKI et al., 2016;
DJOUHRI, 2016; BASBAUM et al., 2009).

Os nociceptores terminam no corno dorsal da medula espinhal. Esses
possuem conexdes com neurdnios do corno dorsal da medula que séo de suma
importancia para o processamento da informacdo nociceptiva. Entre esses
neurénios do corno dorsal, podem-se citar os interneurbnios excitatorios e
inibitérios; neurbnios proprioespinhais, 0s quais estdo envolvidos com a
atividade reflexa; e neurdnios de projecdo, envolvidos na transmissao rostral
através da medula espinhal em dire¢cdo ao cortex (DUBIN & PATAPOUTIAN,
2010; KLAUMANN et al., 2008; DREWES, 2006).

A informacéo nociceptiva € conduzida por neurdnios de projecéo atraves das
vias ascendentes. Estas inervam o talamo, mesencéfalo, sistema limbico e a
formacao reticular. Tais centros nervosos sédo responsaveis pela localizacdo da

dor, bem como a interpretacéo de sua intensidade (KLAUMANN et al., 2008).
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1.3 DOR INFLAMATORIA

A dor inflamatéria é resultado da acdo de mediadores inflamatérios que
ativam e sensibilizam nociceptores, gerando sensacéo dolorosa. A inflamacéo
pode ser definida como uma resposta a infeccéo, antigenos ou leséo tecidual,
com o objetivo de se restabelecer a homeostasia (SAMAD et al., 2001). De modo
geral, o processo inflamatério pode ser considerado um mecanismo de defesa
que envolve uma série de eventos bioquimicos e celulares, tais como ativagcédo
enzimatica, liberacdo de mediadores, sensibilizacdo, lise e reparo tecidual
(MCMAHON et al., 2015; BASBAUM et al., 2009; MEDZHITQOV, 2008).

A inflamag&o pode manifestar-se como um processo agudo ou cronico. A
inflamacgéo aguda persiste por um curto periodo de tempo podendo ter duracéo
de até alguns dias e tem por caracteristicas exsudacao de liquidos e proteinas
plasmaticas (edema), migracdo celular e sensibilizacdo ou ativacdo dos
nociceptores, entre outras. Essa resposta pode ser causada por trauma
mecanico, alteracdes imunologicas ou genéticas, agentes quimicos e
microrganismos (BASBAUM et al., 2009; MEDZHITOV, 2008; SHERWOOD &
TOLIVER-KINSKY, 2004).

Logo ap0s a injuria tecidual, uma classe de receptores do sistema imune
inato, receptores do tipo Toll, reconhecem padrfes associados a danos e a
diversos tipos de patdgenos. Tais estruturas estdo presentes na membrana
plasmatica ou em estruturas endossomais de leucdcitos (DUFFY & O’REILLY,
2016). O reconhecimento inicial de infeccéo ou injuria tecidual € mediado pelos
receptores do tipo Toll presentes em macréfagos e mondcitos residentes no
tecido, os quais levardo a producédo de uma série de mediadores inflamatérios,
entre 0s quais as quimiocinas (MEDZHITOV, 2008). Estas sao proteinas
pequenas com propriedades quimiotaticas de modo a atuar na manutencdo da
homeostasia da circulagdo dos leucocitos, além de recruta-los para os locais
especificos da lesdo tecidual a fim de se iniciar o processo inflamatorio e,
posteriormente, reparo (ATRETKHANY et al., 2016). Quando liberadas por
células endoteliais ou células parénquimais, as quimiocinas se ligam a
receptores de quimiocinas acoplados a proteina G (CCR1, CCR2, CCRS5,
CXCRS3, CXCR4 e CX3CR1), nos leucocitos, de modo a induzir uma cascata de
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sinalizacao intracelular, levando a interacdo da célula com proteinas integrinas
conduzindo a adesao dos leucdcitos e, posteriormente, a sua transmigracao.
Uma vez nos tecidos, as quimiocinas coordenam a migragdo dos leucdcitos
diretamente ao sitio inflamatério (VIOLA & LUSTER, 2008).

O endotélio vascular permite o extravasamento de neutrofilos, leucécitos
predominantes na inflamacédo aguda, mas ndo dos eritrécitos. Este fato €&
justificado pela ligacdo das integrinas, presentes nas células endoteliais, com os
receptores de quimiocinas presentes nos leucécitos (MEDZHITOV, 2008).

Apo6s chegar ao local lesionado ou infectado, os leucdcitos liberam outros
mediadores necessarios para o desenvolvimento da inflamacéo, entre os quais,
as interleucinas e fator de necrose tumoral (TNF). Além dessa caracteristica,
esses mediadores estdo envolvidos na atividade, proliferacdo e diferenciacao
dos leucdcitos e regulam a atividade de outras citocinas. Estas, por sua vez,
podem aumentar ou diminuir a resposta inflamatéria, sendo classificadas como
inflamatorias, entre as quais interleucinas (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-7 e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e anti-inflamatorias como IL-4, IL-10, IL-13 e fator de
crescimento transformador- 3 (TGF-B) (OLIVEIRA et al., 2011).

A IL-1PB € liberada, principalmente, por macrofagos, mondcitos e células
endoteliais. E sintetizada sob a forma de proteina inativa (Pro-IL-1B) até ser
metabolizada pela enzima caspase-1, formando, assim, um produto ativo. Além
disso, a IL-1B é capaz de provocar uma inflamacdo sistémica por ativar a
ciclooxigenase-2 (COX-2), levando a formacao de prostaglandina E2 (SHOUVAL
et al., 2016; ZHANG & AN, 2007).

O TNF-a é sintetizado por mondcitos, macréfagos, neutrofilos, linfécitos
T, neurbnios e células da glia. Essa citocina inflamatoéria possui afinidade por
dois tipos de receptores: TNFR1, presente em neurdnios, o qual esta relacionado
com maior efeito biolégico desencadeado pelo TNF-a; e TNFR2, presente em
macrofagos e monocitos no ganglio da raiz dorsal, de modo a estimular a
proliferacdo de linfocitos T. De modo geral, o TNF-a é capaz de auxiliar na
coagulacao, estimular a expressao ou liberacdo de moléculas de adeséao, levar
a producao de prostaglandina E2, além de estar envolvido na apoptose celular.
No sistema nervoso periférico, essa citocina reduz o limiar para a ativacdo dos

nociceptores do tipo C, de modo a provocar hiperalgesia. Além disso, leva ao
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aumento da corrente ibnica dos canais para sodio, nos neurdnios dos ganglios
da raiz dorsal, através da ativacdo dos receptores TNFR1 e da proteina quinase
ativada por mitdgeno p38. Esta, apds sofrer um processo de fosforilagédo, leva
ao aumento da corrente idbnica dos canais para sodio, contribuindo para a dor
inflamatoria (EL-TAHAN et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2011; HUDMON et al.,
2008).

A dor é um sintoma comum e importante no processo inflamatério. A dor
inflamatdria também tem fung&o adaptativa e induz comportamentos de esquiva
que favorecem a reparacdo (WOOLF, 2000). Diversos mediadores podem levar
ao surgimento da dor inflamatéria. As citocinas inflamatérias possuem a
capacidade de ativar ou sensibilizar os nociceptores. IL-1B e TNF-a sdo as
primeiras citocinas a serem sintetizadas e liberadas apo6s a lesdo tecidual ou
infeccdo (MCMAHON et al., 2015). A IL-18 estimula a liberacdo de substancia P
(mediador inflamatorio), enquanto que o TNF-a provoca a producdo desse
mediador em ganglios simpaticos. Ambas citocinas ativam receptores B2 de
bradicinina, levando, assim, a hiperalgesia inflamatéria. A bradicinina pode
induzir a producdo de IL-1B8 e TNF-q, citocinas que contribuem para a dor
prolongada, devido a sensibilizacdo neuronal constante (OLIVEIRA et al., 2011).

Simultaneamente a tal processo, mediadores lipidicos também séo
sintetizados. Um dos componentes da membrana celular sdo fosfolipideos.
Desta forma, quando o tecido sofre uma lesdo ou € acometido por uma infeccao
e estas acBes geram danos a membrana celular, a enzima fosfolipase A2 é
ativada mediante acao das citocinas inflamatorias, como IL-1p3, IL-6 e TNF-a. Tal
enzima ira promover a clivagem dos fosfolipideos e levar a formag&o do &cido
araquidoénico. Este, por sua vez, podera sofrer a acdo das enzimas lipooxigenase
e ciclooxigenase, o que levara a producao dos leucotrienos e dos prostandides.
Estes sdo constituidos por tromboxano A2 e de prostaglandinas tais como PGEZ2,
PGD2, PGF2, PGI2) (KAWAHARA et al., 2015; HIRATA & NARUMIYA, 2012;
OLIVEIRA et al., 2011).

Assim como as citocinas, as prostaglandinas sintetizadas
endogenamente, estdo envolvidas na manutencdo e na persisténcia da
inflamagé&o. A prostaglandina E2 provoca vasodilatagdo, aumento do fluxo

sanguineo local, aumento da permeabilidade dos vasos, colaborando, assim,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Tahan%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27652081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirata%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23063076
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narumiya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23063076
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narumiya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23063076

24

para a formacdo do edema. Tanto na medula espinhal, quanto no tecido
lesionado e/ou infectado, a prostaglandina E2 aumenta a sensibilizacdo dos
neurbnios a estimulos quimicos, térmicos e mecéanicos, de modo a elevar a
nocicepcao (KAWAHARA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2011).

Além das citocinas e prostanodides, outros mediadores estdo envolvidos
no processo inflamatorio, agudo e crénico, exercendo fungdes variadas, que vao
desde a sensibilizagdo de nociceptores periféricos, gerando sensacgéo dolorosa,
ao aumento do calibre vascular e, consequentemente, do fluxo sanguineo.
Bradicinina, serotonina, histamina, glutamato, substancia P, 6xido nitrico, entre
outros, sdo alguns desses exemplos (ASCASO et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2011; BASBAUM et al., 2009). Com a elevacéo da permeabilidade dos capilares
e vénulas, provocada por tais mediadores, ocorre o extravasamento de liquido
com elevada concentracao de proteinas plasmaticas para o intersticio, levando
a formacdo do edema. Este € uma caracteristica fundamental da inflamacéo e
também pode ocorrer devido a um blogueio venoso local, bloqueio do retorno
linfatico, anormalidades dos vasos linfaticos e trombose venosa. Quando
instalado nos membros, o edema pode gerar limitacbes funcionais as quais
variam de complexidade de acordo com a localizacdo, o volume e a duracéo
(ELLIS, 2016; CHEN et al., 2010; CORNISH et al., 2001).

Diferentemente da dor inflamatéria aguda, a dor crénica manifesta-se por
longo periodo de tempo, apresentando caracteristicas diversificadas
(SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). Quando a resposta inflamatoria
aguda ndo consegue exercer suas funcdes de reparo tecidual e/ou eliminacéo
do microrganismo patogénico, o infiltrado de leucécitos se modifica, com
predominio de macrofagos e linfécitos T. O processo fagocitario constante
exercido pelos macrofagos, frente ao antigeno, pode levar ao surgimento de
granulomas e, ainda, necrose tecidual. A presenga de microrganismos
patogénicos persistentes pode desencadear uma resposta autoimune. Os
autoanticorpos entdo envolvidos na patogénese de dor inflamatéria crénica,
como no caso do lupus eritomatoso sistémico, contribuindo para a ocorréncia de
lesdo tecidual e inflamagédo excessiva. Os autoanticorpos mudam o estado
funcional de neurbnios, levando a uma excitabilidade dos mesmos, gerando
sensacao dolorosa constante (MCMAHON et al., 2015; MEDZHITOV, 2008).
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Outra doenca inflamatéria crénica autoimune € a atrite reumatoide. Esta
€ caracterizada por inflamacéo, hiperplasia sinovial, deformidade das cartilagens
e 0ssos. Inicialmente, macréfagos e linfocitos migram para a membrana sinovial
de modo a estabelecer um processo inflamatério (MCINNES & SCHETT, 2011).
A producdo de citocinas inflamatorias, também desempenha um papel
importante na fisiopatologia da artrite reumatoide. O TNF-a esta envolvido na
adesao, expressao de quimiocinas, migracao leucocitaria, nocicepc¢ao, ativagao
de condrécitos, além de contribuir para o processo de erosdo articular
(MCINNES et al., 2016).

Lesbes e doencas podem desencadear um quadro crénico de reacéo
inflamatdria no qual células do sistema imune liberam cada vez mais mediadores
inflamatérios de modo a ativar e sensibilizar os nociceptores, podendo levar a
um sistema realimentacdo da dor crbnica, desencadeada por essa
hipersensibilidade dos nociceptores (MCMAHON et al., 2015; MEDZHITOV,
2008).

1.4 ESTIMULOS INFLAMATORIOS EXPERIMENTAIS

Em modelos experimentais utilizando animais, a inflamacdo é induzida,
mediante a utilizacéo de estimulos capazes de provocar uma reacao inflamatéria
localizada. Os estimulos sdo capazes de sustentar essa reacdo por minutos,
caracterizando uma inflamac&o aguda, ou por semanas, de modo a permitir
avaliagbes em longo prazo. Carragenina, formaldeido e adjuvante completo de
Freund séo alguns desses exemplos (BURMA et al., 2016).

A carragenina é um polissacarideo derivado de algas marinhas vermelhas
(Rhodophyta) capaz de desencadear um processo inflamatério agudo, além de
apresentar pico de hiperalgesia apés 2-3 h de sua administracédo
(CHEEKAVOLU & MUNIAPPAN, 2016; LIU et al., 2015; HARGREAVES et al.,
1988). Histamina, bradicinina, prostaglandinas, tromboxanos, 6xido nitrico e
interleucinas como IL-1f3, IL-6 e TNF-a s&o alguns dos mediadores formados
logo apos a injegédo intraplantar de carragenina na pata de roedores, levando a

formacdo de edema, eritema e hiperalgesia. Como efeito desse estimulo, um
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aumento do numero de neutréfilos no local da injecdo € observado em
decorréncia da liberacdo da quimiocina CXCL-1 (VAZQUEZ et al., 2015; GODIN
et al., 2014).

O formaldeido € uma substancia produzida a partir do metanol, capaz de
desencadear um processo inflamatério agudo localizado em modelo animal
experimental (RAVAL et al., 2013; SEPEHRI et al., 2012; NAKAGAWA et al.,
1999). Ap6s a administracdo desse estimulo, mediadores sdo produzidos
levando a vasodilatagdo e aumento da permeabilidade, colaborando para a
formacdo do edema. Tais mediadores sdo exemplificados por substancia P,
histamina, serotonina, 6xido nitrico, prostanoides e citocinas (GODIN et al.,
2015). A literatura relata o0 aumento da citocina TNF-a no soro e tecido da pata
de camundongos, apés a injecdo intraplantar de formaldeido, sendo essa
citocina associada a dor inflamatéria patologica (YAMATO et al., 2013). Além
disso, a inflamacao localizada, desencadeada pelo formaldeido, é caracterizada
por uma elevacao do niumero de leucdcitos no local da injecéo e pela proliferacéo
e migracao de fibroblastos (RAVAL et al., 2013; YAMATO et al., 2013).

O adjuvante completo de Freund (CFA) é uma solucao antigénica a qual
encontra-se emulsificada em 6leo mineral e é caracterizada pela presenca de
micobactérias neutralizadas, normalmente Mycobacterium tuberculosis ou
Mycobacterium butyricum, suspensas na fase oleosa da solucdo. O CFA é
classificado como o adjuvante completo, mas, também, existe o adjuvante
incompleto de Freund, o qual possui a mesma composi¢cdo do CFA com a
excecdo das micobactérias neutralizadas (BILLIAU & MATTHYS, 2001).

O desenvolvimento da inflamacdo causada pelos adjuvantes esta
intimamente relacionado com a presenca do peptideoglicano na parede celular
das micobactérias, podendo desencadear um processo inflamatorio crénico
doloroso, como artrite reumatoide. A inducdo de inflamacéo cronica pelo CFA,
estimula a imunidade celular mediante a ativacao de linfocitos T. Esta ativacéo
€ decorrente de um tipo de proteina a qual se encontra na parede bacteriana das
micobactérias, chamada de HSP65. Tanto células T, quanto anticorpos
reconhecem o0s epitopos desta proteina (HUANG et al.,, 2016; BILLIAU &
MATTHYS, 2001).

Outro processo bioquimico envolvido na resposta inflamatoria, induzida
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por CFA, é o envolvimento do dipeptideo muranil-N-glicosil com o dominio de
oligomerizacdo por unido de nucledtideos que contém a proteina 2 (NOD2). O
peptideoglicano das micobactérias presentes no adjuvante completo de Freund,
contém o dipeptideo-N-glicosil, o qual € ativado pela NOD2, induzindo um
processo de sinalizacao intracelular, via proteina quinase, levando a expressao
de genes os quais codificam respostas inflamatorias, sendo, estas, mediadas,
em grande parte, por mondcitos e macréfagos (BEHR & DIVANGAHI, 2015).

A literatura demonstra que camundongos imunizados pelo CFA
aumentam, inicialmente, a producéo de IL-2 e IFN-y. Dentro de cinco dias, outras
citocinas sdo detectaveis, em maior concentracdo, como IL-1(3, IL-8 e TNF-a.
Esta citocina, juntamente com IFN-y, desempenha um importante papel na
ativacdo de macrofagos. Além disso, IFN-y, juntamente com IL-12, desempenha
um papel de realimentacdo positiva de modo a estimularem respostas
desencadeadas por linfocitos T. O TNF-a induz a producéo de quimiocinas (CC
e CXC) e outras citocinas, como a IL-6. Esta, por sua vez, estimula a producéo
de anticorpos, ativa linfocitos T e estd relacionada ao desenvolvimento de
doencas autoimunes (BILLIAU & MATTHYS, 2001).

1.5 FARMACOTERAPIA DA DOR E INFLAMACAO

Os anti-inflamatérios nao-esteroides (AINES) sdo os farmacos de escolha
para o tratamento de pacientes com condi¢Bes dolorosas leves a moderadas e
apresentam atividades analgésica, antiedematogénica e antipirética. Embora
esses farmacos sejam considerados inibidores da ciclooxigenase (COX), o que
contribui para explicar as inibicbes da producédo dos prostanddes, mecanismos
adicionais podem contribuir para suas atividades. Com a ocorréncia da inibicdo
das enzimas COX-1 e COX-2, pelos AINEs, ha uma reducdo da sintese de
prostaglandinas, reduzindo o processo inflamatorio. Alguns farmacos possuem
maior seletividade por uma das isoformas da COX. Esse diferente grau de
seletividade esta relacionado com diferencas nas estruturas moleculares de tais
farmacos. Todavia, a inibicho da COX esta associada a reacdes adversas

cardiovasculares e lesdes na mucosa gastrica, uma vez que as prostaglandinas
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também estdo envolvidas no controle da agregacao plaquetéria, presséo arterial
e mecanismos de defesa da mucosa gastrica (WALTERS & WOESSNER, 2016;
ARACHCHILLAGE & MAKRIS, 2015).

A farmacoterapia com anti-inflamatérios esteroidais (AEls) é empregada em
doencas inflamatérias e autoimunes, como asma, dermatite atopica, artrite
reumatoide, doenca inflamatoria intestinal, entre outras. Dexametasona,
prednisolona, metilprednisolona e hidrocortisona sdo os farmacos mais
utilizados, apresentando boa biodisponibilidade oral. No que diz respeito ao uso
destes farmacos em doencas inflamatérias cronicas, deve-se levar em
consideracdo a meia-vida de eliminacdo dos mesmos, uma vez que os AlEs de
longa duragédo apresentam maior probabilidade em causar reacdes adversas
(DE BOSSCHER et al., 2010; BOUMPAS et al., 1993).

Os AEls ligam-se a receptores proteicos denominados receptores de
glicocorticoides, atuando como fatores de transcricdo e alterando a expressao
de genes envolvidos na resposta inflamatéria. Os AEls também interagem com
fatores de transcrigdo, como o fator nuclear kB, de modo a inibir suas fungdes.
Uma vez que o fator nuclear kB atua na ativacdo da transcricdo de genes
responsaveis pela sintese de citocinas inflamatérias e prostandides, como IL-2,
IL-6, TNF-a, prostaglandinas, entre outros, a inibicdo das suas funcfes contribui
para atenuar o processo inflamatério (KANAZAWA et al., 2016; SONG et al.,
2005; DE KLOET et al., 1993; WRIGHT et al., 1993). As reacbes adversas
relacionadas com o uso de AEls possuem relacdo com sua acao metabdlica e
com o0 uso crénico dos mesmos podendo levar a quadros clinicos como
hipertensdo arterial sistémica, diabetes, osteoporose, catarata, entre outras
(FARDET et al., 2007; MORTIMER & TATTERSFIELD, 2005).

Outra alternativa terapéutica para o alivio da dor sdo os analgésicos
opioides, utilizados para o alivio de dores moderadas a intensas, que geralmente
nao sao aliviadas por meio do uso de AINEs. Morfina e codeina, entre outros,
sao alguns exemplos de farmacos pertencentes a esta classe (FARIDAALAEE
et al., 2016; TOBIAS et al., 2016, MCCLEANE, 2007). Os analgésicos opioides
interagem com 0s receptores J, K e d, acoplados a proteina G. Em decorréncia
desta interacdo, adenilato ciclase € inibida, resultando na reducdo da
concentracdo de AMPc, abertura de canais para potassio e inibicdo de canais
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para calcio, de modo a reduzir a neurotransmissao, contribuindo, assim, para a
analgesia (GENDRON et al., 2016; SATOH & MINAMI, 1995).

Embora os analgésicos opioides possuam eficacia relatada, o uso é
limitado pelas rea¢cfes adversas graves que podem induzir, tais como nauseas,
vomitos, sedacao, retencao urinaria, constipacao, depressao respiratoria e risco
de morte quando usados em altas doses. Além disso, os analgésicos opioides
podem causar dependéncia e tolerancia (CLARKE et al., 2016; SOLHI et al.,
2016; PIZZl et al., 2012).

Apesar de existirem farmacos bastante eficazes para o tratamento de
pacientes com condi¢cdes dolorosas e inflamatérias, as reacdes adversas
causadas por esses farmacos restrigem seu uso. Assim, a busca por novas

alternativas farmacoterapéuticas é justificada.

1.6 REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS: CLINDAMICINA COMO
POSSIVEL AGENTE ANALGESICO E ANTI-INFLAMATORIO

O desenvolvimento de novos farmacos para o mercado farmacéutico leva em
torno de 15 anos, representando altos custos para as industrias farmacéuticas.
Em média, um farmaco aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para
ser utilizado na clinica, tem um custo de total 800 milhdes de délares, ao longo
de seus estudos que vao desde a sintese da molécula até a fase de
farmacovigilancia (CHONG & SULLIVAN, 2007).

O reposicionamento de farmacos, isto é, a investigacdo de novas funcdes
para farmacos em uso, cujas informacgdes sobre seguranca e farmacocinética
estejam consolidadas na literatura, apresenta-se como alternativa promissora,
uma vez que reduzem o tempo e custo em estudos pré-clinicos e clinicos
(BASTOS & COELHO, 2014; CHONG & SULLIVAN, 2007).

No que se diz respeito ao reposicionamento farmacologico, direcionado ao
alivio de dor e inflamagéo, outras classes de farmacos ja apresentam atividade,
ou indicios, analgésica e/ou anti-inflamatdria. Anticonvulsivantes como a
carbamazepina possuem atividade antinociceptiva, por reduzir a

hiperexcitabilidade neuronal, aliviando, assim, quadros de dor neuropatica. A


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Satoh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8788562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Satoh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8788562

30

literatura também relata o uso de antidepressivos triciclicos no alivio da dor. A
duloxetina € um farmaco aprovado para o alivio da fibromialgia e da dor
neuropatica. Amitripilina e nortripilina sdo utilizadas para o tratamento de
doencas neuropdticas, artriticas, enxaqueca e cancer (BASTOS & COELHO,
2014).

Evidéncias das atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria de antibiéticos
também sdo relatadas. A ceftriaxona, cefalosporina de terceira geracao, inibe a
nocicepc¢ao visceral em modelo de distenséo colo retal e a alodinia em modelo
experimental de constricdo cronica de nervo (BASTOS & COELHO, 2014; HU et
al.,, 2010). A rifampicina, farmaco antituberculoso, apresentou atividade
antialodinica, em modelo experimental de constricdo cronica de nervo, e efeito
anti-inflamatério por inibir sinalizacdo de receptores tipo Toll e reduzir a producéo
de mediadores inflamatoérios provenientes de macrofagos (WANG et al., 2013).

Os antibioticos pertencentes a classe das tetraciclinas, minociclina e
doxiciclina, elevam o limar nociceptivo em modelos experimentais de dor
inflamatdria e neuropética. Além disso, sabe-se que a minociclina inibe a
producdo de mediadores inflamatorios pelas células do sistema imune. Quando
administrada concomitantemente com ceftriaxona, a minociclina reduz a
producdo das citocinas TNF-a e IL-18. Segundo a American College of
Rheumatology, a minociclina € utilizada no tratamento de pacientes com artrite
reumatoide e é considerada um farmaco modificador do curso da doenca
(BASTOS & COELHO, 2014; AMIN et al., 2012).

A clindamicina (Figura 1) € um antibiético que pertence a classe
farmacoldgica das lincosamidas. Seu mecanismo de a¢do bacteriostatico esta
relacionado com a ligacdo a subunidade 50-S dos ribossomos bacterianos e
consequente inibicdo da sintese de proteina. Durante esta, 0 RNA de transcricédo
transporta aminoacidos especificos para a cadeia polipeptidica da subunidade
50-S do ribossomo. Desta forma, a clindamicina liga-se a essa subunidade 50-S
ribossomal de modo a impedir a sintese proteica, inibindo, assim, a reproducao
dos microrganismos (BOOKSTAVER et al., 2015; MURPHY & MCKAY, 2015).
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Figura 1: Estrutura molecular da clindamicina

A clindamicina é bem absorvida quando administrada pela via oral, podendo
atingir até 90% de biodisponibilidade, e é distribuida para a maioria dos tecidos
corporais, principalmente tecido 6sseo. Além disso, ha uma elevada taxa (92 a
94%) de ligacao deste farmaco a proteinas plasmaticas. Seu tempo de meia vida
é de 2-3 horas. O figado é o principal 6rgdo responsavel pela metabolizacéo da
clindamicina. Esta é metabolizada predominantemente pelo citocromo P450,
através de CYP2A4 e CYP3AS5, levando a formacdo de dois metabdlitos: N-
desmetilclindamicina e sulfoxido de clindamicina. Estes, por sua vez, SA40 pouco
quantificaveis no plasma humano, porém quantificaveis na bile e urina. Cerca de
10% de clindamicina é excretada na urina e 3,6% nas fezes (BOOKSTAVER et
al., 2015; MURPHY & MCKAY, 2015; GONZALEZ et al., 2014; CARRASCO-
PORTUGAL et al., 2008; WYNALDA et al., 2003).

A clindamicina é frequentemente utilizada para o tratamento de pacientes
com pneumonia, osteomielite e infecgcdes causadas por microrganismos gram
negativos anaerébios e gram positivos aerdbios e anaerébios. Bactérias gram-
positivas como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus (Grupos A, C e G) e organismos anaerébios, incluindo
Bacteroides fragilis, Fusobacterium e Clostridium perfringens apresentam
sensibilidade a clindamicina (MURPHY & MCKAY, 2015; PINEDA & WATT,
2015). Entretanto, é relatada resisténcia adquirida a este farmaco pela espécie
Clostridium difficile, o que inviabiliza o uso de clindamicina para o tratamento de
pacientes com infeccdes causadas por esse microrganismo (LOPEZ-URENA et
al., 2016; MURPHY & MCKAY, 2015).

No mercado farmacéutico, a clindamicina foi, primeiramente, comercializada
em duas formas farmacéuticas: oral e solugéo injetavel. As doses destinadas a
administracdo oral em adultos variam de 150 a 600 mg. Ja para administracao

intravenosa e intramuscular, variam de 600 a 900 mg. Para o uso intravenoso, é
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recomendada a diluicdo da solucdo de clindamicina em soro fisioldgico ou ringer
lactato e infusdo por cerca de 30 minutos (OLIVEIRA, 2014; GIUGNO et al.,
2013; CARRASCO-PORTUGAL et al., 2008). Entretanto, o uso sistémico desse
farmaco pode causar véarias reacdes adversas relacionadas ao sistema
gastrointestinal, incluindo anorexia, nauseas e vomitos. Cerca de 21% dos
pacientes que fazem uso sistémico de clindamicina desenvolvem diarreia e 10%,
desenvolvem colite pseudomembranosa (MURPHY & MCKAY, 2015;
RICHARDSON & HAMMERT, 2014). Tendo em vista essas consideracoes, foi
desenvolvido o0 uso topico de clindamicina, com o objetivo em elevar a adesao
ao tratamento e reduzir rea¢cdes adversas. Todavia, 0 uso topico de clindamicina
é eficaz somente em doencas dérmicas, como acnes vulgaris (NGUYEN &
EICHENFIELD, 2015).

As acdes da clindamicina no SNC tém sido relatadas. Em um modelo
experimental de meningite bacteriana em coelhos, o tratamento com
clindamicina induz um efeito neuroprotetor, em decorréncia da diminuicdo da
liberacdo de aminoacidos excitatérios, como o glutamato, os quais sdo capazes
de gerar danos neurais (BOTTCHER et al., 2004). Antibi6ticos pertencentes a
classe farmacologica das lincosamidas sdo capazes de interferir em
mecanismos pré e pds-sinapticos da neurotransmissédo, de modo a causar um
blogueio neuromuscular. Seus efeitos sobre a fungdo neuronal ainda sé&o
incertos, mas ha evidéncias de que esses antibibticos, em altas concentracoes,
podem vir a exercer acdes anestésicas locais (AL AHDAL & BEVAN, 1995;
KONOPKA & PARSONS, 1988). Entretanto, sabe-se que a clindamicina induz
blogueio de canais ibnicos em um estado aberto e reduz a liberacdo de
acetilcolina nos terminais dos neurdnios motores (LEE et al., 2008).

Embora ndo haja estudos clinicos randomizados, ha relato de que a
combinacgao de clindamicina com tetraciclinas tem sido utilizada no tratamento
de pacientes com artrite reumatoide (SMITH et al., 2011).

Em diferentes modelos experimentais, tem sido demonstrada a inibicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatorias pela clindamicina. Hirata e
colaboradores (2001) investigaram o efeito induzido por esse farmaco em
modelo experimental de choque endotoxico induzido por lipopolissacarideo de
Escherichia coli. Foi observada uma reducao significativa das concentracdes de
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TNF-a e IL-1B no soro dos camundongos tratados com doses variando de 160 a
600 mg/kg. Em contrapartida, houve um aumento da concentracéo de IL-6 em
relacéo ao grupo controle.

Com o objetivo de avaliar possivel agdo anti-inflamatoria de antibiéticos,
incluindo a clindamicina, no tratamento de acnes vulgaris, Kuwahara e
colaboradores (2005) relatam que a producéo das citocinas IL-1(3, IL-12 e IFN-y,
por células mononucleares humanas do sangue periférico estimuladas por
Propionibacterium acnes, tornam-se reduzidas quando tratadas com trés
diferentes concentracdes (3, 10 e 30 mg / mL) de clindamicina. Sabe-se que P.
acnes é capaz de induzir uma resposta inflamatéria. A clindamicina inibe a
resposta induzida por este microrganismo através da reducdo da producédo de
IL-1B, IL-6, INF-y e TNF-a (NGUYEN & EICHENFIELD, 2015).

A clindamicina tem um papel fundamental na modulacao da atividade de
neutréfilos. Em individuos ndo portadores de sepse bacteriana, mas que
apresentam infec¢cdes desencadeadas por Staphylococcus aureus, a atividade
fagocitica dos neutrdfilos foi melhorada, assim como, a atividade antimicrobiana,
quando os individuos foram previamente tratados com clindamicina (WITTMANN
et al., 2004). Outro estudo avaliou os efeitos induzidos pela clindamicina, in vitro
e in vivo, sobre a funcdo de leucdcitos polimorfonucleares em pacientes
imunocomprometidos com e sem infeccdo. Esse estudo revelou que a
clindamicina, em concentracdo de 2 mg/L, aumentou de forma significativa a
funcado dos leucécitos polimorfonucleares. Em contrapartida, em concentracées
mais elevadas, a funcéo destas células néo foi modificada e, em alguns casos,
foi reduzida (SANTOS et al., 1992).
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2 JUSTIFICATIVA

A dor é considerada um problema de saude publica, com uma prevaléncia
mundial média de 25% (PARASCHIV-IONESCU et al., 2016). No Brasil, h4 uma
estimativa de que 19% da populacdo sofrem de dores de carater crénica de
origens reumaticas, musculo esqueléticas, viscerais e neuropaticas (SENNA et
al., 2004). Além disto, o numero de pacientes que consultam servigos publicos
de saude e relatam dor tem sido cada vez mais constante. Este sintoma afeta de
forma negativa a qualidade de vida dos pacientes. Estes podem apresentar
depresséo, dificuldade de concentracdo, sentimento de morte, afastamento
social e alteragbes na dinamica familiar, entre outros sintomas negativos
(ELLIOTT et al., 1999).

Nas abordagens terapéuticas de dor, sabe-se que, embora existam
farmacos empregados no alivio sintomatico, ainda ha limitacdes evidentes tanto
em relacao a eficacia quanto a seguranca (FRANCISCHI et al., 2008). Em vista
disto, faz-se necessario o0 desenvolvimento de novas alternativas
farmacoterapéuticas que sejam mais eficazes, tenham melhores perfis de
seguranca e sejam mais acessiveis. Diante deste contexto, a investigacdo da
atividade da clindamicina em modelos experimentais de dores inflamatéria e
nociceptiva e de inflamacdo pode contribuir para identificacdo de novas
abordagens farmacoterapéuticas Uteis para o manejo de pacientes com diversas
doencas as quais geram dores agudas e cronicas.
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3 OBJETIVO

Avaliar as atividades da clindamicina em modelos experimentais de dores
inflamatoria e nociceptiva e de inflamacdes aguda e crbnica, bem como

investigar os possiveis mecanismos que medeiam essas atividades.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g), machos. Os animais
foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e acondicionados em salas com temperatura
controlada (27 + 1°C), correspondente a zona de termoneutralidade para
roedores (GORDON, 1990). Os animais foram mantidos em um ciclo claro-
escuro de 12 h com fornecimento de agua e racdo ad libitum. Durante os
experimentos, foi realizada a retirada de ragéo 12 h antes do tratamento para os
animais que receberam administracdo per os (p.o.) de farmacos. Os animais
foram ambientados na sala de experimentacdo por pelo menos dois dias antes
da realizacdo dos experimentos. Apds o término destes, os animais foram
submetidos a eutanasia. Todos o0s experimentos realizados seguiram as
recomendacdes para avaliacdo de dor experimental em animais
(ZIMMERMANN, 1983). O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA/UFMG, protocolo n° 25/2016).

4.2 Drogas, farmacos e reagentes diversos

Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA; Sigma-Aldrich, EUA): reagente

para preparo da solucao de extracao de citocinas.

e Adjuvante completo de Freund (CFA) (Sigma-Aldrich, EUA): estimulo
nocivo/inflamatorio.

e Albumina sérica bovina (BSA; Sigma-Aldrich, EUA): reagente usado no
ensaio de ELISA.

e AMZ251 (Tocris, EUA): antagonista de receptores canabinoides CB1.

e Aprotinina (Sigma-Aldrich, EUA): inibidor de protease utilizado no preparo
de solugao de extragao de citocinas.

e Carboximetilcelulose (CMC) (Sigma-Aldrich, EUA): veiculo utilizado no

preparo das suspensdes destinadas a administracéo p.o.
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Carragenina A tipo IV (Sigma-Aldrich, EUA): estimulo nocivo/inflamatério.
Cloreto de benzalconio (Sigma-Aldrich, EUA): reagente para preparo de
solucéo de extracao de citocinas.

Cloridrato de ciproheptadina (Sigma-Aldrich, EUA): antagonista
serotoninérgico.

Cloridrato de naltrexona (Sigma-Aldrich, EUA): antagonista opioidérgico.
Cloreto de sodio (NaCl) 0,9% p/v injetavel (Equiplex, Brasil): veiculo usado
para o0 preparo das solugbes ou suspensBes de estimulos
nocivos/inflamatorios.

Cloreto de sédio (NaCl) 0,9 % p/v ndo injetavel (Sanobiol, Brasil): veiculo
usado para preparo das suspensdes de CMC.

Dipirona sédica (Sanofi Aventis, Brasil): analgésico/antipirético.
Fenobarbital (Sanofi Aventis, Brasil): farmaco depressor do SNC.
Fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF; Sigma-Aldrich, EUA): reagente para
preparo da solucdo de extracao de citocinas.

Formaldeido 0,92% (Sigma-Aldrich, EUA): estimulo nocivo/inflamatorio.
Fosfato de clindamicina (Nova Farma, Brasil): antibiotico.

Fosfato de dexametasona (Sigma-Aldrich, EUA): anti-inflamatorio
esteroide.

Glibenclamida (Sigma-Aldrich, EUA): bloqueador de canais para potassio
ATP-dependentes.

Ortofenilenodiamina (OPD; Sigma, EUA): reagente usado no ensaio de
ELISA.

Peréxido de hidrogénio (Synth, Brasil): reagente utilizado no ensaio de
ELISA.

Tween 20 (Sigma, EUA): reagente utilizado no ensaio de ELISA.
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4.2.1 Preparo das solucdes, suspensfes, emulsdes, vias de administracao

e doses usadas

> Clindamicina

A solucao de clindamicina foi preparada em solucédo de cloreto de sédio 0,9%
p/v estéril, imediatamente antes de cada administracé@o intraperitoneal (i.p.). As
doses de clindamicina usadas nos protocolos experimentais foram de 100, 200
e 400 mg/kg. A solucado de clindamicina foi administrada pela via i.p. em um

volume de 4 mL/kg.

> Naltrexona e AM251

A solucéo de naltrexona foi preparada imediatamente antes da administracéo
em solucéo de cloreto de sédio 0,9% p/v. A emulsdo de AM251 foi preparada em
cremofor 5% e alcool etilico 5% acrescentadas em solucdo de NaCl 0,9% p/v.
As doses de naltrexona foram de 5 e 10 mg/kg e as doses de AM251 foram de

4 e 8 mg/kg. Ambos foram administrados por via i.p. em volume de 4 mL/kg.

» Ciproheptadina e glibenclamida

As suspensbOes foram preparadas imediatamente antes de cada
administracdo em suspensdo de CMC 0,5% p/v em cloreto de sodio 0,9% p/v.
As doses de glibenclamida foram de 20 e 40 mg/kg e as doses de ciproheptadina
foram de 5 e 10 mg/kg. As suspensodes foram administradas p.o. em volume de
10 mL/kg.

> Fenobarbital

A solugéo de fenobarbital foi preparada pela diluicdo do medicamento em
solucéo de cloreto de sodio 0,9% p/v. A dose utilizada foi de 50 mg/kg, p.o., em

volume de 10 mL/kg.
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» Dexametasona e dipirona

As solucoes foram preparadas imediatamente antes de cada administracao
em solucéo de cloreto de sédio 0,9% p/v. As doses de dipirona e dexametasona
foram 500 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente. As solugdes foram administradas

p.o. em volume de 10 mL/kg.

» Solucéao tampéo fosfato (PBS)

Reagentes: 12 g de NaCl; 0,302 g de KCI; 1,725 g de fosfato de sodio
monobasico (NaH2POa4); 0,306 g de fosfato de potassio monobasico (KH2POa).
Os reagentes foram dissolvidos em 1500 mL de agua destilada e o pH foi

ajustado para 7,4.

» Solucao tampéo de lavagem

Reagente: Tween 20 0,1% em tampéao fosfato salino (PBS).

» Solucao tampéo de bloqueio (BSA 1%)

Reagente: 200 mg de BSA dissolvidos em 20 mL de PBS.

» Solucéao diluente das amostras (BSA 0,1%)
Reagente: 40 mg de BSA dissolvidos em 40 mL de PBS.
» Solucéao tampéo citrato

Reagentes: 13,41 g de NaH2PO4 e 5,19 g de &cido citrico. Os reagentes

foram dissolvidos em 1000 mL de a4gua destilada e o pH foi ajustado para 5,0.

» Solucéao do substrato OPD

Reagentes: 4 mg de OPD e 2 pL de H202 30%. Os reagentes foram
dissolvidos em 10 mL de solugcé&o tampao citrato.
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» Solucédo STOP

Reagente: acido sulfurico (H2SO4,1 M)

» Solucéao diluente para a extracao de citocinas

Regentes: 8 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 2,89 g de fosfato de sédio bibasico
dodecahidratado (Na2HPO4.12H20). Os reagentes foram dissolvidos em 1000
mL de agua destilada.

» Solucéao para extracao de citocinas:

Reagentes: 2,34 g de NaCl, 50 yL de Tween 20, 500 mg de BSA, 4,48 mg de
cloreto de benzalcbnio, 37,2 mg de EDTA, 2 uL de aprotinina, 1,7 mg de PMSF
(dissolvidos em 100 yL de DMSO). Os reagentes foram dissolvidos em 100 mL
da solucéao diluente.

» Estimulos inflamatorios

* Formaldeido

A solucéo de formaldeido foi preparada em solug¢édo de NaCl 0,9% p/v na
concentragédo de 0,92%, imediatamente antes de cada experimento. Foram
injetados 20 pL dessa solucdo por via i.pl. na pata posterior direita dos

camundongos.

» Carragenina

A suspenséao de carragenina 2% foi preparada em solucédo de NaCl 0,9%
p/v. A suspensao foi preparada no dia anterior ao experimento e armazenada
sob refrigeragdo. Foram injetados 20 uL (400 ug de carragenina) da suspenséo

por via i.pl. na pata posterior direita dos camundongos.
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* CFA

O CFA foi homogeneizado imediatamente antes da injecdo. Foram
injetados 20 uL (1 mg/mL) de CFA por via i.pl. na pata posterior direita dos

camundongos.

4.3 Avaliacédo do edema de pata induzido pela carragenina ou CFA

O volume de pata dos animais foi avaliado através de um pletismémetro
(Modelo 7140, Ugo Basile, Italia). Tal aparelho € composto por uma célula
cilindrica destinada a medicao do volume de pata, preenchida com uma solucéo,
conectada a outra célula, dentro da qual existe um eletrodo. A solucao utilizada
constitui-se de agua destilada, cloreto de sodio 0,9% p/v e um tensoativo
(detergente comum). Um sistema de vasos comunicantes faz com que o
deslocamento da solucgéo eletrolitica na célula, onde a pata do animal é imersa,
resulte em um deslocamento da solucao na célula que contém o eletrodo (Figura
2). Apos ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do liquido em
volume, que é indicado em um visor digital.

Quando a pata do animal é introduzida na célula de medida até a articulacéo
tibio-tarsal, um pedal é pressionado pelo experimentador, o qual fixa o valor do
volume observado. O volume de pata basal, de cada animal, foi avaliado no dia
anterior ao experimento. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita
de forma que as massas corporais e 0s volumes de pata basais médios dos
diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. Para cada grupo
experimental foram utilizados seis animais. Foirealizada a injecéo i.pl. de 20 uL
de carragenina (400 pg) e o volume de pata foi avaliado 2, 4 e 6 h ap6s a injecéo
do estimulo. A injecdo de CFA foi realizada, via i.pl., em volume de 20 pL (1

mg/mL) e o volume da pata foi avaliado 1, 3, 5, 7, 24, 48, 72 e 96 h.
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Figura 2: Pletism6metro utilizado para a avaliagdo do edema de pata.

4.4 Avaliacdo da alodinia mecéanica induzida pela carragenina ou CFA

Os camundongos foram colocados em compartimentos de acrilico (22 x 18 x
14 cm) dispostos sobre um suporte que possui como base uma tela metalica. Os
animais foram ambientados no aparato em uma sesséao diaria de 60 min cada,
durante dois dias antes da realizacdo do experimento e em uma sesséo de 10
min, imediatamente antes do experimento.

A alodinia mecénica foi avaliada por meio do uso de um analgesimetro digital
(Insight Ltda., Ribeirdo Preto, Brasil) (Figura 3A), o qual permite determinar o
limiar para a retirada da pata, que é expresso em gramas (g). Uma ponteira de
polietileno, acoplada a um braco transdutor de forca (faixa: 0,1 a 1000 g, ou
aproximadamente 0,1 a 10 N), foi pressionada sobre o centro da superficie
plantar da pata posterior direita de cada animal (Figura 3B) e um aumento
gradual de presséo foi feito até que o animal retirasse a pata. O valor indicando
a pressao a qual fez com que o animal removesse a pata, foi registrado
automaticamente. Para cada animal, foram feitas cinco avaliagdes em intervalos
de 20 s, descartando-se o maior e o0 menor valor e calculando-se o limiar
nociceptivo como a média das trés medidas restantes.

O limiar basal para retirada de pata de cada animal foi determinado no dia
anterior ao teste e a divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de

forma que as massas corporais e os limiares basais médios dos diferentes
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grupos experimentais fossem semelhantes. Para cada grupo experimental,
foram utilizados seis animais. Foi realizada a injecéo i.pl. de 20 uL de carragenina
(400 pg) e a alodinia mecénica foi avaliada 2, 4 e 6 h ap0s a injecdo do estimulo.
A injecao de CFA foi realizada, via i.pl., em volume de 20 pL (1 mg/mL) e a

alodinia mecéanica foi avaliada 1, 3, 5, 7, 24, 48, 72 e 96 h.

Figura 3: Analgesimetro digital utilizado para avaliagdo da alodinia mecénica (A); aparato e
forma da avaliacao da alodinia (B). PP - ponteira de polietileno; TF - transdutor de for¢a. O sitio

de estimulagéo € o centro delimitado pelos pontos pretos na pata.

4.5 Avaliacdo das respostas nociceptiva e edematogénica induzidas por
formaldeido

A avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por formaldeido foi realizada
conforme proposto por Tjglsen et al. (1992). Cada animal foi colocado sob um
funil de vidro (18 cm de diametro e 14 cm de altura) para ambientag&o por cerca
de 10 min, imediatamente antes da administracdo de formaldeido (Figura 4). A
divisdo dos grupos foi feita de forma que as massas corporais médias dos
diferentes grupos experimentais fossem semelhantes, sendo utilizados sete
animais para cada grupo experimental. A clindamicina foi administrada, pela via
i.p., nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, 1 h antes da injecdo de formaldeido
(0,92%, i.pl.). A duracdo do comportamento de lambida apos a inje¢do de

formaldeido foi determinada nos periodos de 0-5 min e de 15-30 min, que
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correspondem a primeira e a segunda fase da resposta nociceptiva,
respectivamente.

Em tal modelo, o controle da temperatura ambiente (27-28°C) € de suma
importancia, uma vez que a duragcao do comportamento de lambida durante a
segunda fase da resposta nociceptiva é bastante reduzida quando o experimento
é realizado em uma temperatura inferior a 23°C (TJJLSEN et al., 1992). Os
resultados foram expressos como 0 tempo durante o qual os animais
apresentaram o comportamento de lambida da pata injetada, durante a primeira
e a segunda fase da resposta nociceptiva. Posteriormente a essa avaliacdo, a
atividade antiedematogénica da clindamicina foi avaliada nos tempos 30 min; 1,5
he25h.

Figura 4: Aparato utilizado para a avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por formaldeido.

Administragdo de Injecdo de
clindamicina formaldeido
o 4 1° fase 2° fase
-60 0 g 16 30 minutos

Figura 5: Escala temporal de avaliacdo do efeito induzido pela clindamicina sobre a resposta

nociceptiva induzida por formaldeido.
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Administracao de Injecdo de Avaliagdo anti-edematogénica
clindamicina formaldeido
|t Il
-60 0 30 minutos 1,5 horas 2.5 horas

Figura 6: Escala temporal de avaliagédo do efeito induzido pela clindamicina sobre o edema de

pata induzido por formaldeido.

4.6 Efeito induzido pela clindamicina sobre a alodinia mecénica e o edema

de pata induzidos por carragenina

Os animais foram pré-tratados com trés diferentes doses de clindamicina
(100, 200 e 400 mg/kg), pela via i.p., 1 h antes da inje¢éo de carragenina (20
pL). As avaliagbes de variacdo de volume da pata e limiar nociceptivo foram
realizados nos tempos de 2, 4 e 6 h apds a administracdo de clindamicina. Para

cada grupo experimental foram utilizados seis animais.

Tratamento com
clindamicina  Administragdo de

@ @ carragenina
1

2 4 6

0

Horas

Figura 7: Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela clindamicina sobre a alodinia

mecénica e o edema de pata induzidos por carragenina.

4.7 Padronizagdo do modelo de dor inflamatéria crénica induzida por CFA

Para padronizagéo do modelo experimental utilizando camundongos, CFA

(20 pL) ou solucéo salina (20 pL) foram injetados na pata posterior direita dos



46

animais. As avaliacdes do limiar nociceptivo e do volume de pata ocorreram a
cada dois dias, até o 7° dia. Para cada grupo experimental foram utilizados seis

animais.

Administracao de
Basal CFA ou salina

:

0 1 3 5 7

Dias

Figura 8: Escala temporal de avaliacdo da resposta nociceptiva e do edema de pata induzidos
por CFA.

4.8 Efeito induzido pela clindamicina sobre a alodinia mecénica e o edema

de pata induzidos por CFA

Os animais foram tratados com trés diferentes doses de clindamicina
(100, 200 e 400 mg/kg), pela via i.p., no 1° e 7° dia, em diferentes grupos, apos
a injecao de CFA (20 pL). As avaliagdes de variacao de volume da pata e limiar
nociceptivo foram realizados com o auxilio do pletismémetro e analgesimetro
digital, respectivamente, nos tempos de 1, 3, 5, 7, 24 e 48 h ap6s administracéo

de clindamicina. Para cada grupo experimental foram utilizados seis animais.

4.9 Avaliagdo da duracao do efeito induzido pela clindamicina no modelo

de dor inflamatoria cronica e edema induzido por CFA

Os animais foram tratados com clindamicina (400 mg/kg), pela via i.p., no 7°
dia apos a injecdo de CFA (20 yL). As avaliages de variagdo de volume da pata
e limiar nociceptivo foram realizadas nos tempos de 1, 3, 5, 7, 24, 48, 72 e 96 h
apos administragdo de clindamicina. Para cada grupo experimental foram

utilizados seis animais.
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Administrac3o
de CFA Tratamento com
@ clindamicina
0 1° dia 1 3 5 7 24 48
Horas
Administracdo Tratamento com
de CFA clindamicina
0 7° dia 1 3 5 7 24 48
Horas

Figura 9: Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela clindamicina sobre a alodinia

mecénica e o edema de pata induzidos por CFA.

Administracdo Tratamento com
de CFA clindamicina
0 7" dia 1 3 5 7 24 48 72 96
Horas

Figura 10: Escala temporal de avaliagcdo da duracao do efeito da clindamicina sobre a alodinia

mecéanica e edema de pata induzidos por CFA.
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4.10 Efeito induzido por administracfes repetidas de clindamicina no

modelo de dor inflamatdria crénica e edema induzido por CFA

Os animais foram tratados com clindamicina (400 mg/kg), pela via i.p., no 7°
dia apos a injecao de CFA (20 uL). Uma nova administracdo de clindamicina na
mesma dose foi realizada 72 h, ap0s a primeira administracdo do farmaco. As
avaliacdes de variacao de volume da pata e limiar nociceptivo foram feitas nos
tempos de 1, 3, 5, 7, 24, 48, 72 e 96 h apds a administracdo de clindamicina.

Para cada grupo experimental foram utilizados seis animais.

Administracdo  1° Tratamento com 2° Tratamento com
de CFA clindamicina clindamicina

¢ )

96

Horas

Figura 11: Escala temporal de avaliacdo do efeito induzido por administracdes repetidas de

clindamicina sobre a alodinia mecénica e o edema de pata induzidos por CFA.

4.11 Avaliacéo da atividade motora

A atividade motora foi avaliada na haste girante (2,3 cm de diametro, 14 rpm;
Figura 12), de acordo com o procedimento proposto por Vaz et al. (1996), que
representa uma modificacdo daquele originalmente descrito por Dunham & Miya
(1957). Nos trés dias que antecederam o experimento, cada animal foi
ambientado no aparato durante 120 s. No dia do experimento, os animais foram
colocados sobre a haste e o tempo basal de permanéncia foi determinado. O
tempo de corte foi de 120 s.

A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que os
tempos basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem
semelhantes. Para cada grupo experimental foram utilizados seis animais. Os

camundongos foram tratados com trés diferentes doses de clindamicina (100,
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200 e 400 mg/kg), pela via i.p., 1 h antes da avaliagdo na haste girante. O grupo

controle foi tratado com veiculo (solucdo salina estéril, i.p.) e o controle positivo

com fenobarbital (50 mg/kg, p.o.), 1 h antes da avaliacéo.

n
|

Figura 12: Haste girante utilizada para avaliar a atividade motora.

Administracdo de
clindamicina

!

Awvaliagdo da
atividade motora

Il

Tempo de corte

Il

-60 min

120 s

Figura 13: Escala temporal de avaliagdo dos efeitos induzidos pela clindamicina ou pelo

fenobarbital sobre a atividade motora.

4.12 Avaliacéo da resposta nociceptiva induzida por calor

A avaliagcdo da resposta nociceptiva induzida por calor foi realizada com

auxilio da placa quente (Insight Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil — Figura 16). Este

modelo foi originalmente descrito por Woolfe & MacDonald (1944). Os animais

foram colocados sobre a superficie ndo aquecida da placa durante 2 min para

ambientacéo no dia anterior ao experimento e no dia da realizagdo do mesmo.

A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de modo que as massas
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corporais médias dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes,
sendo que para cada grupo experimental foram utilizados seis animais.

Para a realizacdo do teste, os camundongos foram colocados,
individualmente, sobre a placa metalica aquecida na temperatura estabelecida e
0 tempo para que o0s animais exibissem comportamentos indicativos de
desconforto (lambida das patas ou saltos) foi determinado e considerado como
a laténcia para a resposta nociceptiva. A temperatura utilizada foi de 50 °C e o
tempo de corte foi de 50 s a fim de evitar a ocorréncia de lesédo tecidual (Figura
14).

A clindamicina foi administrada pela via i.p., nas doses de 100, 200 ou 400
mg/kg, 1 h antes da realizacdo do experimento. Foi administrado o veiculo
(solucdo salina estéril, i.p.) e dipirona (500 mg/kg, p.0.) como controle do

experimento.

Figura 14: Aparato utilizado para a avaliagdo da resposta nociceptiva induzida por calor.

- = Avaliagdo da
Ad t d :
cTan:jntliaiEii?a ¢ resposta nociceptiva Tempo de corte
3 I Il
-60 min 0 50 s

Figura 15: Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela clindamicina sobre a resposta
nociceptiva induzida por calor.
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4.13 Avaliacdo dos efeitos induzidos por naltrexona, ciproheptadina,

glibenclamida e AM251 sobre a atividade antinociceptiva da clindamicina

Com o objetivo em avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na
atividade antinociceptiva da clindamicina no modelo de placa quente, foram
utilizados um antagonista opioidérgico (naltrexona 5 e 10 mg/kg), um antagonista
serotoninérgico (ciproheptadina 5 e 10 mg/kg), um blogueador de canais para
potdssio ATP-dependentes (glibenclamida 20 e 40 mg/kg) e um antagonista
canabinoidérgico (AM251 4 e 8 mg/kg). Naltrexona e AM251 (- 30 min) foram
administrados por via i.p., enquanto glibenclamida e ciproheptadina (- 30 min)
foram administrados p.o. (Figura 16), previamente a administracdo i.p. de
clindamicina (400 mg/kg). Os animais foram avaliados na placa quente 1 h apés

a administracao de clindamicina. O tempo de corte foi de 50 s.

Administragio de Avaliacio da
naltrexona / AM251 / Administracio de resposta  Tempo de
glienclamida/ciproeptadind  gindamicina  nociceptiva  corte (50 s)

T
N

-a0 - G0 0 minutas

Figura 16: Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela clindamicina, apés tratamento
prévio com naltrexona, AM251, glibenclamida ou ciproeptadina sobre a nocicepg¢éo induzida por

calor.

4.14 Quantificacdo da concentracao de TNF-a

4.14.1 Coleta e preparo das amostras

Para determinar a concentracdo de TNF-a, foram coletadas amostras de
tecido da pata dos camundongos. As amostras coletadas foram devidamente
homogeneizadas (Ultrastirrer, modelo ULTRA 80-11) em solucéo de extracéo de

citocinas, seguido de centrifugacao para utilizacdo do sobrenadante (3000 rpm,
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10 min. a 4°C). Para cada 100 mg de tecido foi utilizado 1 mL de solucédo de
extracdo de citocinas. Para os animais que receberam carragenina (400 ug, 20
ML, i.pl), o tecido foi coletado na 42 h apés a injecdo desse estimulo. Para os
animais que receberam CFA (1 mg/kg, 20 uL, i.pl.), a coleta foi realizada no 7°
dia apos a injecao desse estimulo, na 52 h apés o tratamento com clindamicina
(400 mg/kg, i.p.).

4.14.2 Determinacado da concentracdo de TNF-a

Os sobrenadantes resultantes da homogeneizacgéo e da centrifugagéo das
amostras foram recolhidos e armazenados a -70 °C. As concentragdes de TNF-
a foram determinadas de acordo com as instrugdes do fabricante R&D Systems.
O ensaio foi realizado em placa de microtitulacdo de 96 poc¢os. O anticorpo de
captura foi diluido em PBS e foram adicionados 50 pyL dessa solucédo em cada
poco. A placa foi mantida na geladeira (4 °C) durante 12 h. Posteriormente, a
placa foi lavada com tampé&o de lavagem e bloqueada com tampé&o de bloqueio
(BSA 1%). Apds 1 h, a placa foi lavada novamente e foram adicionados 50 pL
do TNF-a (duplicata), em diluigao seriada, correspondentes a curva-padrao, nas
duas primeiras colunas da placa. Nos outros pocos, foram adicionados 50 L dos
sobrenadantes diluidos (1:3) em BSA 0,1% e nos ultimos dois pogos, foram
adicionados 50 uyL de PBS (branco). A placa foi devidamente vedada e
armazenada na geladeira (4 °C) durante 12 h.

Em seguida, a placa foi lavada e foram adicionados 50 pL do anticorpo de
deteccdo em cada poco e, durante 2 h, a placa foi vedada e mantida em
temperatura ambiente. ApOs esse periodo, a placa foi lavada e foram
adicionados 50 pL do revelador estreptavidina em cada poco e, durante 20 min,
a placa foi mantida, novamente, em temperatura ambiente. Finalmente, foram
adicionados 50 pL da solucdo do substrato (OPD) em cada poco. A reacao foi
devidamente monitorada e, com aparecimento de coloracdo amarelada (5 a 15
min) a reagao foi interrompida com a adi¢éo de 25 pL de H2SOa. A leitura foi feita

no leitor de ELISA, usando comprimento de onda de 450 nm. Os resultados
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foram expressos em quantidade do TNF-a presente no tecido (pg/100 mg de

tecido).

4.15 Analise estatistica

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism® 5.0 (San
Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos como média * erro padrao da
meédia e foram analisados por meio da analise de variancia simples de uma via
(ANOVA), seguido pelo teste de Newman-Keuls ou por meio de andlise de
variancia de duas vias, seguida de teste de Bonferroni. Adotou-se um nivel de
significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito induzido pela clindamicina sobre a alodinia mecénica e o edema

de pata induzidos por carragenina

A atividade da clindamcina nos modelos de alodinia mecéanica e edema de
pata induzidos por carragenina foi avaliada. A clindamicina foi administrada 1 h
antes da injecao de carragenina. A injec¢éo i.pl. de carragenina induziu alodinia
mecanica que se manteve durante todo o periodo de avaliacdo (2, 4 e 6 h). O
tratamento com dexametasona (10 mg/kg) atenuou a alodinia mecéanica induzida
por carragenina. As doses de 200 e 400 mg/kg de clindamicina reduziram a
alodinia em todos os momentos de avaliacdo. J& para a dose de 100 mg/kg ndo
observamos alteracdes significativas da alodinia mecanica quando comparado
com o grupo controle (Figura 17). O tratamento com clindamicina, nas doses de
200 e 400 mg/kg, reduziu o edema de pata induzido por carragenina. Este efeito
nao foi observado para a dose de 100 mg/kg de clindamicina. O tratamento com
dexametasona reduziu de forma marcante o edema de pata induzido por

carragenina (Figura 18).
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Figura 17: Efeito induzido por clindamicina (C; 100, 200 e 400 mg/kg, i.p., - 1 h), dexametasona
(DEXA; 10 mg/kg, i.p., -1 h) ou veiculo (V) sobre a alodinia mecanica induzida por carragenina
(400 pg, 20 pL, i.pl). (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *** indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,001). n=6.



56

Tt

150+ -+ VEICULD
= CLINDAMICINA 100
-+ CLINDAMICINA 200
- CLINDAMICINA 400
1004 -+ DEXAMETASONA

on
=]
[

Variagdo do volume da pata (L) »

*kk
s
0
0 2 4 6
Tempo (h)
B)
500-
o 400-
c
=
L& ]
1]
2
[+]
0w
g
e

| o o o
& P K qﬁf‘?

Figura 18: Efeito induzido por clindamicina (C; 100, 200 e 400 mg/kg, i.p., -1 h), dexametasona
(DEXA; 10 mg/kg, i. p., -1 h) ou veiculo (V) sobre o edema de pata induzido por carragenina (400
Mg, 20 L, i.pl.). (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *** indica diferenca estatisticamente

significativa em relacéo ao grupo controle (p<0,001). n=6.
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5.2 Efeito induzido pela clindamicina sobre a resposta nociceptiva e edema

de pata induzidos por formaldeido

A administragdo intraplantar (i.pl) de formaldeido na pata posterior direita
dos camundongos induziu um comportamento nociceptivo caracterizado por
lambida, flexdo da pata e manutencéo desta fora de contato com a superficie.
Para a avaliagdo, foi considerada apenas a duracdo do comportamento de
lambida de pata. As duracdes médias do comportamento de lambida do grupo
controle (veiculo), tratado com solugdo salina 0,9% i.p., foram de,
aproximadamente, 66 e 177 s na primeira e na segunda fase, respectivamente.
A clindamicina, na dose de 400 mg/kg, inibiu a resposta nociceptiva induzida por
formaldeido somente na segunda fase, reduzindo a duragdo do comportamento

de lambida para 47 s (Figura 19).
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Figura 19: Efeito induzido pela clindamicina (C; 100, 200 e 400 mg/kg, i.p., -1 h) ou veiculo (V)
sobre o comportamento de lambida de pata induzido por formaldeido (0,92%, 20 pL, i.pl.). **
indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,01). n=6.
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Os efeitos induzidos pela clindamicina sobre o edema de pata induzido
por formaldeido foram avaliados imediatamente ap0s a avaliacdo dos efeitos
induzidos por esse farmaco sobre a resposta nociceptiva. A clindamicina reduziu
0 edema de pata nas doses de 200 e 400 mg/kg durante todo o tempo de
avaliacao.
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Figura 20: Efeito induzido pela clindamicina (C; 100, 200 e 400 mg/kg, i.p., -1 h) sobre o edema
de pata induzido por formaldeido (0,92%, 20 uL, i.pl.). * ** e ** indicam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n=6.
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5.3 Efeito induzido pela clindamicina sobre aresposta nociceptivainduzida
por calor

A resposta nociceptiva induzida pelo calor foi avaliada como a laténcia
para 0s animais apresentarem comportamento indicativo de nocicep¢do apés
exposicao a placa quente, tais como: lamber as patas anteriores ou posteriores
ou saltar. O grupo controle teve uma laténcia média de aproximadamente 13 s.
O grupo tratado com dipirona, controle positivo do experimento, teve uma
laténcia média de 30 s. A clindamicina aumentou a laténcia para a observacao
da resposta nociceptiva induzida pelo calor. Somente a dose de 400 mg/kg foi
estatisticamente diferente do grupo controle. A laténcia média do grupo que foi
tratado com a maior dose de clindamicina (400 mg/kg), foi de aproximadamente
26 s. As doses de 100 e 200 mg/kg néo inibiram a resposta nociceptiva (Figura
21).
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Figura 21: Efeito induzido por clindamicina (C; 100, 200 e 400 mg/kg; i.p., -1 h), dipirona (DIP;
500 mg/kg, p.o., -1 h) ou veiculo sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na placa
quente (50° C). ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo

controle (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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5.4 Padronizacdo do modelo de dor inflamatdria cronica induzida por CFA

A injecao i.pl. de CFA reduziu o limiar nociceptivo (Figura 23A),
caracterizando a alodinia mecénica, e induziu edema de pata (Figura 23B). Estas
respostas se mantiveram durante todo o periodo avaliado (7 dias). O grupo
controle, o qual recebeu apenas injecdo i.pl. de solucdo salina estéril, ndo
apresentou alteracdes significativas. Ao longo do periodo de avaliagdo, 0s
animais que receberam o estimulo inflamatorio desenvolveram edema e eritema

no local de aplicacéo (Figura 22).

Figura 22: Pata normal (A) e pata com edema (B) no 7° dia apés injecdo de CFA.
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Figura 23: Limiar nociceptivo (A) e volume da pata (B) ap0s a administracgao i.pl. de salina estéril
(veiculo) ou CFA (1 mg/mL, 20 pL). *** indica diferenca estatistica significativa em relacdo ao
grupo veiculo (p<0,001). n=6.
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5.5 Efeito induzido pela clindamicina sobre a alodinia mecanica e o edema

de pata induzidos por CFA

A atividade da clindamicina nos modelos de alodinia mecéanica e edema
de pata induzidos por CFA foi avaliada por meio de dois protocolos.

No primeiro, foi feita a administracdo de clindamicina um dia apos a
injecdo de CFA. O grupo controle apresentou alodinia apos a injecao do estimulo
que se manteve durante todo o periodo experimental. Neste protocolo, a
clindamicina, na dose de 400 mg/kg, mas nédo nas doses de 100 e 200 mg/kg,
atenuou a alodinia mecanica induzida por CFA. O grupo de animais tratado com
dexametasona foi utilizado como controle positivo do experimento. O tratamento
com dexametasona atenuou a alodinia mecénica induzida pelo CFA (Figura 24).

A injecao i.pl. de CFA também induziu edema de pata. A clindamicina, nas
doses de 100, 200 e 400 mg/kg, reduziu o edema de pata induzido por CFA.
Essa resposta também foi inibida pelo tratamento prévio dos animais com
dexametasona (Figura 25).

No segundo protocolo, a clindamicina foi administrada no 7° dia apés a
injecdo de CFA. Nesse protocolo, a média dos valores basais da alodinia
mecanica foi de aproximadamente 8 g para todos 0s grupos experimentais. No
grupo controle, os valores observados ap6s a injecdo de CFA foram de 3,5; 3,9;
3,6; 3,8; 3,4 e 3,9; respectivamente. A administracdo de clindamicina atenuou,
de maneira dose dependente, a alodinia mecanica induzida pelo CFA, nas doses
de 100, 200 e 400 mg/kg. O tratamento com dexametasona também atenuou a
alodinia mecénica induzida por CFA (Figura 26). Foi observado que no 7° dia
apos a injecao de CFA, os animais apresentaram acentuado edema na pata com
valores médios de variacdo do volume da pata de 145, 138, 148, 145, 143 e 135
apos a administracdo de CFA. O tratamento com clindamicina também atenuou

0 edema de pata induzido por CFA (Figura 27).



63

A)
-~ VEICULO
- -+ CLINDAMICINA 100
) -+ CLINDAMICINA 200
o - CLINDAMICINA 400
2 - DEXAMETASONA
o
@
1
=z
—
8
£
-d
0 1 1 1 L L L L
0 0 1 3 5 7 24 48
Tempo (h)
B)
80-
% ok
©
>
—_
—
(3]
©
Q
o]
7]
©
®
A
<

Figura 24: Efeito induzido por clindamicina (C; 100, 200 e 400 mg/kg, i.p., 1° dia apos inducéo),
dexametasona (DEXA; 10 mg/kg, i. p.) ou veiculo (V) sobre a alodinia mecéanica induzida por
CFA (20 pL). (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. ** e *** indicam diferenca estatistica

significativa em relacdo ao grupo controle negativo (p <0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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Figura 25: Efeito induzido por clindamicina (C; 100, 200 e 400 mg/kg, i.p., 1° dia apos indu¢éo),
dexametasona (DEXA; 10 mg/kg, i. p.) ou veiculo (V) sobre o edema de pata induzido por CFA
(20 pL). (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *, ** e *** indicam diferenca estatistica

significativa em relacéo ao grupo controle (p< 0,05, p <0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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Figura 26: Efeito induzido por clindamicina (C; 100, 200 e 400 mg/kg, i.p., 7° dia apds a indugéo),

dexametasona (DEXA, 10 mg/kg, i.p.) ou veiculo (V) sobre a alodinia mecanica induzida por CFA
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relagdo ao grupo controle (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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Figura 27: Efeito induzido por clindamicina (C; 100, 200 e 400 mg/kg, i.p., 7° dia ap0s a indugéo),
dexametasona (DEXA, 10 mg/kg, i.p.) ou veiculo (V) sobre o edema de pata induzido por CFA

(20 pL). (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *** indica diferenca estatistica significativa

em relagdo ao grupo controle (p<0,001). n=6.
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5.6 Avaliacdo da duracado dos efeitos antialodinico e antiedematogénico
induzidos pela clindamicina no modelo de dor inflamatéria crénica
induzida por CFA

Conforme demonstrado nas figuras 26 e 27, os animais que foram tratados
com as trés diferentes doses de clindamicina no 7° dia apés a injecdo de CFA,
apresentaram efeitos antialodinico do tipo dose-dependente. O efeito induzido
pela clindamicina em tais protocolos foi duradouro, permanecendo por até 48 h.
Desta forma, na tentativa de avaliar a duracdo desse efeito, 0s camundongos
foram tratados com 400 mg/kg de clindamicina, pela via i.p. e os efeitos
antialodinico e antiedematogénico foram avaliados por até 96 h. Conforme
observado na figura 28, as atividades antialodinica e antiedematogénica da
clindamicina se mantiveram por 48 h apés a administracdo do farmaco. Desse

modo, ndo foi observado efeito apos 72 h e 96 h da administracao.

5.7 Avaliacdo dos efeitos antialodinico e antiedematogénico induzidos por
administracdes repetidas de clindamicina no modelo de dor inflamatéria
cronica induzida por CFA

Conforme observado anteriormente, a administracédo de clindamicina (400
mg/kg, i.p.) atenuou a alodinia mecéanica e reduziu o edema de pata, induzidos
pelo CFA. A clindamicina, administrada a partir do 7° dia apos a injecéo de CFA,
alterou a alodinia mecéanica e o edema de pata por até 48 h. Sendo assim, foi
realizada uma nova administracdo de clindamicina, apés 72 h da primeira
administracdo do farmaco, uma vez que, conforme demonstrado, ndo foi
observado efeito farmacolégico neste tempo. Assim, foi verificado que a segunda
administracao de clindamicina (400 mg/kg, i.p.) induziu alteragdes semelhantes
aquelas observadas apds a primeira administragdo, novamente com duracao do
efeito por até 48 h em relacdo a alodinia mecanica e ao edema de pata (Figura
29).
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Figura 28: Avaliacdo da duracao do efeito induzido pela clindamicina (400 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(V) sobre a alodinia mecanica (A) e o edema de pata (B), induzidos por CFA (20uL). ** e ***
indicam diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n=6.
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Figura 29: Efeitos induzidos por administracfes repetidas de clindamicina (400 mg/kg, i.p.) ou
veiculo (V) sobre a alodinia mecéanica (A) e o edema de pata (B) induzido por CFA (20 pL),
guando tratados no 7° e 10° dia ap0s inducdo. *** indica diferenga estatistica significativa em

relacdo ao grupo controle (p<0,001). n=6.



70

5.8 Efeito induzido pela clindamicina sobre a atividade motora

A atividade motora dos camundongos foi avaliada na haste girante com o
objetivo de validar os resultados obtidos nos modelos experimentais de dor. A
clindamicina, nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg ou o veiculo (grupo controle)
nao alteraram o tempo de permanéncia dos animais na haste girante, durante as
7 h de avaliagdo. Entretanto, o fenobarbital (50 mg/kg) reduziu significativamente
esse tempo para aproximadamente 24 s, na 12 h de avaliagdo. No decorrer da
avaliacdo, o tempo de permanéncia dos animais que foram tratados com

fenobarbital, foi aumentado (Figura 30).
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Figura 30 : Efeito induzido por clindamicina (C;100, 200 e 400 mg/kg, i.p., -1 h), fenobarbital (50
mg/kg, p.o., - 1 h) ou veiculo (V) sobre o tempo de permanéncia dos animais na haste girante.
*** indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,001). n=6.
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5.9 Efeitos induzidos por naltrexona, ciproheptadina, glibenclamida e

AM251 sobre a atividade antinociceptiva da clindamicina

No item 5.3 foi demonstrado o efeito induzido pela clindamicina sobre a
resposta nociceptiva induzida pelo calor. Constatou-se que somente a dose de
400 mg/kg apresentava atividade antinociceptiva. Desta forma, nos
experimentos subsequentes, utilizando o modelo de resposta nociceptiva
induzida pelo calor, optou-se por utilizar a dose de 400 mg/kg de clindamicina.
Na tentativa de investigar os mecanismos que estariam envolvidos na atividade
antinociceptiva da clindamicina, avaliaram-se o0s efeitos induzidos por
naltrexona, ciproheptadina, glibenclamida e AM251 sobre essa atividade.

No primeiro protocolo, os animais tratados com clindamicina (400 mg/kg)
apresentaram um tempo de laténcia médio de 25 s, sendo este valor
estatisticamente diferente dos que receberam apenas veiculo, os quais tiveram
um tempo de laténcia médio de 13 s. A naltrexona nas doses de 5 e 10 mg/kg
reduziu significamente a atividade antinociceptiva da clindamicina (Figura 31). A
naltrexona, administrada isoladamente na dose de 10 mg/kg nao alterou a

laténcia.
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Figura 31: Efeito induzido pela naltrexona (N; 5 ou 10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antinociceptiva da clindamicina (C; 400 mg/kg, i. p.) no modelo de placa quente. A naltrexona foi
administrada 30 min antes da clindamicina e esta foi administrada 60 min antes da avaliacdo do
limiar nociceptivo. Veiculo (V). *** indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo controle (p<0,001). # e ## indicam diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao
grupo tratado com clindamicina (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6

No segundo protocolo, os animais que foram tratados com clindamicina
apresentaram um tempo de laténcia média na placa de aproximadamente 28 s,
enquanto que os animais que foram tratados com veiculo apresentaram uma
média de 17 s. A ciproheptadina, administrada isoladamente na dose de 10
mg/kg, ndo alterou a laténcia, a qual foi de aproximadamente 15 s. A
ciproheptadina nas doses de 5 e 10 mg/kg reverteu a atividade antinociceptiva
da clindamicina, a qual diferiu estatisticamente do grupo tratado com

clindamicina (19 e 17 s, respectivamente) (Figura 32).
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Figura 32: Efeito induzido pela ciproheptadina (CP; 5 ou 10 mg/kg, p.0.) sobre a atividade
antinociceptiva da clindamicina (400 mg/kg, i.p.) em modelo de placa quente. A ciproheptadina
foi administrada 30 min antes da clindamicina e esta foi administrada 60 min antes da avaliacdo
na placa quente. Veiculo (V). *** indica diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao
grupo controle p<0,001. ## indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
tratado com clindamicina (p<0,001). n=6

No terceiro protocolo, a laténcia do grupo controle foi de,
aproximadamente, 13 s. A clindamicina, na dose de 400 mg/kg, inibiu a resposta
nociceptiva, aumentando a laténcia para, aproximadamente, 27 s. A
glibenclamida, administrada isoladamente na dose de 40 mg/kg, néo alterou a
laténcia. A laténcia média desse grupo foi de, aproximadamente, 11 segundos,
nao diferindo estatisticamente do grupo controle (veiculo). O tratamento prévio
com glibenclamida, nas doses de 20 mg/kg ou 40 mg/kg, ndo alterou a atividade

antinociceptiva da clindamicina (Figura 33).
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Figura 33: Efeito induzido pela glibenclamida (G; 20 ou 40 mg/kg, p.0.) sobre a atividade
antinociceptiva da clindamicina (C; 400 mg/kg, i.p.) em modelo de placa quente. A glibenclamida
foi administrada 30 min antes da clindamicina e esta foi administrada 60 min antes da avalia¢éo
na placa quente. Veiculo (V). *** indica diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao
grupo controle (p<0,001). n=6.

No quarto protocolo, a laténcia do grupo controle foi de,
aproximadamente, 15 s. A clindamicina, na dose de 400 mg/kg, inibiu a resposta
nociceptiva, aumentando a laténcia para, aproximadamente, 27 s. O AM251,
administrado isoladamente na dose de 8 mg/kg, ndo alterou a laténcia, sendo,
esta, de aproximadamente 15 s. O tratamento prévio com AM251, nas doses de
4 mg/kg ou 8 mg/kg, ndo alterou a atividade antinociceptiva da clindamicina
(Figura 34).
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Figura 34 : Efeito induzido pelo AM251 (AM; 4 ou 8 mg/kg, i.p.) sobre a atividade antinociceptiva
da clindamicina (C; 400 mg/kg, i.p.) em modelo de placa quente. O AM251 foi administrado 30
min antes da clindamicina e esta foi administrada 60 min antes da avaliacdo na placa quente.
Veiculo (V). ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao grupo controle
(p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.

5.10 Efeito induzido pela clindamicina sobre a producéao de TNF-ainduzida

por carragenina ou CFA

As concentra¢cdes de TNF-a na pata dos animais apresentaram se aumentadas
4 h apls a injecao i.pl. de carragenina (Figura 35) ou 7 dias apés a injecao i.pl.
de CFA (Figura 36). Conforme demonstrado na Figura 35, foi observado que a
administracdo de clindamicina (400 mg/kg, i.p.), 1 h antes da injecdo de
carragenina, ndo alterou a concentracdo de TNF-a no tecido da pata. Por outro
lado, foi observado que a administragéo de clindamicina, na mesma dose e via,
reduziu a concentracdo de TNF-a na 52 h do 7° dia ap0s a injecdo de CFA (Figura
36).
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Figura 35: Efeito induzido pela clindamicina (C; 400 mg/kg, i. p., -1 h) sobre a concentracdo de
TNF-a na pata de animais coletada 4 h apés a injecéo de carragenina (Cg, 400 ug, 20 uL, i.pl.).
Veiculo (V). * indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle
(p<0,05). n=6.
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Figura 36: Efeito induzido pela clindamicina (C; 400mg/kg, i.p., -1 h) sobre a concentracéo de
TNF-a na pata de animais coletada na 52 h apés o tratamento com clindamicina no 7° dia apds
a injecdo de CFA (1 mg/kg, 20 ML, i.pl). Veiculo (V) * indica diferenga estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,05). # indica diferenca estatisticamente

significativa em relacéo ao grupo veiculo/CFA (p<0,05). n=6.
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6 DISCUSSAO

Os farmacos disponiveis para o tratamento de pacientes com condicfes
inflamatorias e dolorosas ainda apresentam limitagdes como eficacia reduzida
Oou seguranca inadequada, principalmente durante o tratamento de pacientes
com doencgas cronicas. Assim, a busca de novas terapias para pacientes
acometidos por inflamacbes ou dores crbnicas € um desafio para a
farmacoterapia. Pesquisas visando ao reposicionamento de farmacos tém sido
cada vez mais estimuladas e tém ocorrido tanto nas indastrias farmacéuticas
guanto na academia (BASTOS & COELHO, 2014; CHONG & SULLIVAN, 2007).

A clindamicina € um antibiético que pertence ao grupo das lincosamidas,
sendo frequentemente utilizada no tratamento de pacientes com infeccdes e
reduz a producdo de citocinas inflamatdrias em alguns ensaios in vitro. No
entanto, pouco se sabe sobre a atividade deste farmaco em modelos
experimentais de dor e inflamacdo ou, ainda, sobre os mecanismos de acao

envolvidos nas atividades desse farmaco.

Neste estudo, foram avaliadas as atividades da clindamicina em
diferentes modelos experimentais de dor e inflamacdo em camundongos.
Demonstramos que a clindamicina apresentou atividade em modelos agudos e
cronicos de dor e inflamacao, apresentando agdes tanto na nocicepgdo quanto
na inflamacao. Os mecanismos parecem envolver a participacao de receptores

opioidérgicos e serotoninérgicos e também a reducéo da producdo de TNF-a.

Inicialmente, investigamos a atividade da clindamicina em modelos
experimentais de dor e inflamacéo agudas em camundongos. Primeiramente, a
atividade da clindamicina foi avaliada no modelo de edema de pata induzido por
carragenina. O edema de pata induzido pela injecao i.pl. de carragenina € um
modelo amplamente utilizado para a investigacéo de candidatos a farmacos anti-
inflamatorios e analgésicos. A carragenina, uma mistura de polissacarideos
composta por D-galactose sulfatada, quando injetada localmente, induz resposta
inflamatoria, caracterizada por edema e alodinia mecénica, entre outras
alteracdes (POSADAS et al., 2004; WINTER et al., 1962). A resposta inflamatéria
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induzida pela carragenina € resultado da acdo de diversos mediadores
inflamatorios, principalmente, histamina, serotonina, prostandides, citocinas,
quimiocinas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (SALVEMINI et al.,
1996; IANARO et al, 1994; FERREIRA et al., 1993; CRUNKHORN &
MEACOCK, 1971). Esses mediadores, além de desencadearem um processo
inflamatorio agudo, aumentando a permeabilidade vascular e extravasamento de
liqguido e proteinas, induzem hiperalgesia por sensibilizar os nociceptores
periféricos (MONTES et al., 2016, ZHANG et al., 2004).

O pré-tratamento dos animais com clindamicina, nas doses de 200 e 400
mg/kg reduziu o edema de pata e a alodinia mecénica induzidos por carragenina.
Neste modelo, a eficacia da clindamicina foi semelhante a da dexametasona. A
reducdo do edema de pata e da alodinia mecanica induzidos por carragenina em
animais tratados com clindamicina pode estar relacionada ao efeito inibitério
induzido por este farmaco sobre a producédo de varios mediadores inflamatorios.
O acumulo de leucécitos polimorfonucleares também contribui de forma
marcante para a resposta nociceptiva em diferentes modelos experimentais de
dor, provavelmente devido a conhecida capacidade dessas células, uma vez
ativadas, de secretarem diversos mediadores inflamatérios (RITTNER et al.,
2005). Assim, investigamos no presente estudo, 0s mecanismos que medeiam
as atividades antiedematogénica e antialodinica da clindamicina. Estudos tém
demonstrado que o TNF-a apresenta um papel relevante no desenvolvimento do
edema inflamatério, uma vez que, o edema induzido por carragenina foi reduzido
em animais deficientes para o receptor de TNF-a ou tratados com anticorpo anti-
TNF-a (ROCHA et al., 2006). Outro estudo demonstrou a importancia do TNF-a
na hipernocicepc¢ao inflamatoria induzida por carragenina (CUNHA et al., 2005).

Como a producao TNF-a é estimulada pela injecdo de carragenina e
contribui para o desenvolvimento de edema de pata, alodinia e nocicepcéo
(VALERIO et al., 2007; ROCHA et al., 2006; CUNHA et al., 2005), investigamos
se a atividade da clindamicina estava associada a redugéo da producéao de TNF-
a na pata dos animais. Verificamos, entretanto, que a administracdo de
clindamicina, na dose de 400 mg/kg, nao reduziu a concentracdo de TNF-a na

pata dos animais.
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Embora a clindamicina seja eficaz na reducdo do edema de pata e
alodinia mecanica, esta acao parece ndo estar relacionada com a reducédo da
producéo de TNF-a. Podemos inferir que a ag&do da clindamicina nesse modelo
experimental esteja relacionada ao efeito inibitorio sobre a producéo de outros
mediadores inflamatdrios. Estudos tém demonstrando que a clindamicina inibe
a producéo de outros mediadores inflamatorios como IL-13 e prostaglandinas,
em diferentes modelos experimentais (SATO et al., 2012; HIRATA et al., 2001).

E importante salientar que as doses de clindamicina usadas no presente
estudo foram escolhidas a partir do estudo de Hirata e colaboradores (2001).
Neste estudo, utilizando o modelo experimental de choque endotbxico, 0s
camundongos tratados pela via i.p. com clindamicina, nas doses de 160, 300 e
440 mg/kg, apresentaram aumento da sobrevida. Entretanto, aqueles que
receberam doses entre 520 a 600 mg/kg apresentaram maior mortalidade.
Assim, estabelecemos as doses de clindamicina de 100, 200 e 400 mg/kg para

o desenvolvimento deste estudo.

Em seguida, avaliamos a atividade da clindamicina em modelo
experimental de dor que agrega aspectos tanto da dor nociceptiva quanto da dor
inflamatdria. A resposta nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos
€ composta por duas fases. A primeira fase, que apresenta caracteristicas de um
modelo de dor nociceptiva, ocorre entre 0 e 5 min apés a administracdo do
estimulo e envolve a ativacao direta de nociceptores, principalmente fibras C. A
segunda fase, que apresenta caracteristicas de um modelo de dor inflamatoria,
ocorre entre 15 e 30 min apds a administracéo do formaldeido e esta associada
a producao de varios mediadores inflamatérios (YAMATO et al., 2013; TIGLSEN
et al., 1992). FArmacos analgésicos com acdo predominantemente central, como
0s opioides, bem como alguns AINEs em doses mais elevadas, como o acido
acetilsalicilico, tém acdo sobre ambas as fases, enquanto farmacos com acao
predominantemente anti-inflamatoria, como a maioria dos AINEs, geralmente
inibem apenas a segunda fase (TJJLSEN et al., 1992; HUNSKAAR & HOLE,
1987).

A clindamicina, na dose de 400 mg/kg, atenuou a segunda fase da

resposta nociceptiva induzida por formaldeido. Adicionalmente, a clindamicina,
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nas doses de 200 e 400 mg/kg, reduziu o edema de pata induzido por
formaldeido. Esse resultado indica que a atividade da clindamicina pode estar
tém importdncia nesse processo. Esses resultados relacionam-se aquele
observado no modelo de inflamacdo induzido por carragenina, no qual a
clindamicina também apresentou atividade. Assim, € bastante provavel que a
inibicdo desses fendmemos contribua para explicar a atividade
antiedematogénica do farmaco no modelo de edema induzido por formaldeido,
gue envolve mediadores semelhantes. Também ha evidéncias em estudo clinico
indicando que a clindamicina apresenta atividade analgésica em condi¢fes
inflamatérias. Estudo realizado em humanos revelou que pacientes com
abscessos odontogénicos, apresentando infiltrado inflamatério gengival, e que
foram tratados diariamente com clindamicina (300 mg) por 5 dias, apresentaram
alivio da dor (CACHOVAN et al., 2011).

Tendo em vista os resultados anteriores indicando a atividade
antinociceptiva da clindamicina em modelo de dor inflamatdria, investigamos a
atividade desse farmaco em modelo experimental de dor provocada por estimulo
térmico. No modelo de placa quente (50°C), o estimulo térmico leva a um
comportamento nociceptivo nos animais pela ativacao direta dos nociceptores
(Le BARS et al., 2001). Neste modelo, ocorre a ativacao de receptores da familia
TRP (receptor de potencial transitério) pelo estimulo nocivo (calor) (TOMINAGA
et al., 1998). Opioides e antidepressivos triciclicos sdo capazes de aumentar a
laténcia para o comportamento nociceptivo mencionado (ROSLAND et al., 1988;
MESDJIAN et al., 1983; LOH et al., 1976).

A clindamicina elevou de forma significativa a laténcia para o
comportamento nociceptivo no modelo de placa quente, sendo esta resposta
semelhante aquela da dipirona, utilizada como controle positivo neste modelo. A
atividade apresentada pela clindamicina nesse modelo experimental sugere
acdes no processamento nociceptivo no SNC ou nos mecanismos de ativacéo
direta de nociceptores. Existem, ainda, relatos na literatura de que a clindamicina

€ capaz de interferir em mecanismos pré e pos-sinapticos da neurotrasmissao,
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além de induzir abertura de canais idbnicos em neurdnios (LEE et al., 2008; AL
AHDAL & BEVAN , 1995; KONOPKA & PARSONS, 1988).

Investigamos em seguida, a atividade da clindamicina em modelo de
inflamac&o crénica - edema de pata e alodinia mecéanica induzidos pelo CFA. A
injecdo de CFA na pata posterior de roedores induz um processo inflamatoério
duradouro, levando a alodinias mecanica e térmica, que podem se estender por
semanas (SANDKUHLER, 2009; NAGAKURA et al., 2003).

Realizamos inicialmente, a padronizacdo do modelo de inflamacéo
cronica induzida por CFA em camundongos. Em modelos experimentais de dor
e inflamagéo, o CFA vem sendo utilizado como indutor de inflamagé&o cronica,
sendo capaz de estabelecer uma condigdo imunopatolégica artritica semelhante
aguela observada em pacientes com artrite reumatoide. Além disto, o CFA como
agente inflamatorio, é capaz de desencadear edema e aumento da excitabilidade
neuronal de forma duradoura (MONTES et al.,, 2016; ZARINGHALAM et al.,
2016).

No presente estudo, foi possivel verificar reducéo do limiar nociceptivo,
aumento do volume de pata e rubor desde o primeiro dia ap0s a injecdo de CFA,
sendo que estes parametros se mantiveram durante todo o periodo de avaliacao.
Resultados de outros estudos em roedores jA demonstraram que 0S sinais e
sintomas inflamatérios podem ser observados por semanas apdés a injecdo do
CFA (DJOUHRI et al., 2015; RITTER et al., 2013).

O edema de pata, evidente ao longo de todo o periodo de avaliacao, é
resultado da vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade vascular, com
exsudacdo de proteinas plasmaticas e liquido, bem como, amplificacdo dos
mecanismos inflamatorios resultante da ativacdo de precursores presentes no
plasma (CIRINO, 1998). A alodinia mecéanica, por sua vez, é resultado da
sensibilizacdo de nociceptores induzida pela alteragdo do microambiente
quimico local (pata) durante a resposta inflamatéria, bem como, das alteractes
do processamento nociceptivo em estruturas espinhais e supraespinhais
(MILLAN, 1999). Varios estudos demonstraram de forma direta ou indireta que a

alodinia mecanica e o edema de pata induzidos por CFA em roedores sao
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eventos multimediados que envolvem a participacdo de citocinas inflamatorias
(IFN-y, TNF-q, IL-1B e IL-6), prostanoides, Oxido nitrico, bradicinina e purinas,
entre outros (LIMA et al., 2012; CHOU et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2008;
FERREIRA et al., 2001; GEGOUT et al., 1994; CUNHA et al., 1992).

Uma vez caracterizados a alodinia mecéanica e o edema de pata induzidos
pela injecdo de CFA, o proximo objetivo foi avaliar os efeitos induzidos pela
administracéo de clindamicina no 1° ou 7° dia ap06s a injecao de CFA sobre essas
respostas. Os resultados do presente estudo demonstraram que a administracao
de clindamicina (400 mg/kg), no 1° dia apds a injecao de CFA, reduziu de forma
significativa a alodinia mecanica. Neste mesmo protocolo, a clindamicina nas
trés doses utilizadas, reduziu significativamente o edema de pata induzido pela

injecdo de CFA.

A clindamicina, administrada no 7° dia ap0s a injecdo de CFA, apresentou
marcante atividade, reduzindo de forma dose-dependente a alodinia mecéanica e
o edema de pata dos animais. Os resultados referentes as atividades
antiedematogénica e antialodinica da clindamicina no modelo de inflamacéo
cronica podem estar relacionados com a inibicdo da producdo de citocinas e
enzimas inflamatérias. Estudos demonstraram a importancia do TNF-a na
sensibilizacdo induzida pelo CFA (Von BANCHET et al., 2009; INGLIS et al.,
2005). Sabe-se que a administracdo de CFA desencadeia um processo
inflamatorio local, envolvendo diversos mediadores que se diferem na fase
aguda e crbnica da inflamacao. As citocinas IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y e TNF-a s&o
detectadas em baixas concentragdes na inflamacéo aguda induzida por CFA.
Todavia, no decorrer do processo inflamatério, estas e outras citocinas
apresentam-se em concentracdes elevadas. Em conjunto, as citocinas podem
estimular a produgcdo de quimiocinas, responsaveis por induzir a migracao de
linfécitos e macrofagos (ZARINGHALAM et al., 2016; BILLIAU & MATTHYS,
2011; BILLIAU & MATTHYS, 2001).

Nossos resultados demonstraram que a clindamicina, administrada no 7°
dia apés a injecdo de CFA, reduziu significativamente a producdo de TNF-a na
pata dos animais. Nossos achados propdem que a atividade antiedematogénica

e antialodinica da clindamicina no modelo de dor inflamatoria induzida por CFA
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se deve, parcialmente, a inibicdo da acdo e/ou sintese de mediadores
inflamatorios, como da citocina TNF-a. Ha varios estudos demonstrando que o
TNF-a € um mediador importante do processamento nociceptivo em modelos
experimentais de dor inflamatéria. Entre os resultados apresentados nesses
estudos, ha demonstracéo das alodinias mecanica e térmica induzidas por TNF-
a (WEI et al., 2007; SCHAFERS et al., 2004) e do aumento da concentracéo
dessa citocina na pata de animais apdés a injecdo de diferentes estimulos
inflamatorios (PATEL et al., 2013; SILVEIRA et al., 2013; LORAM et al., 2007).
Ritter e colaboradores (2013) demonstraram que a injecéo i.pl. de CFA em
camundongos, que desencadeia um processo inflamatorio crénico, aumenta as
concentracdes de TNF-a no tecido da pata dos animais no 7° dia apds a injecao

do estimulo.

Em modelo de choque endotdxico induzido por lipopolissacarideo de
Escherichia coli, Hirata e colaboradores (2001) pré-trataram camundongos com
diferentes doses de clindamicina (160, 300 e 440 mg/kg), por via i.p. e avaliaram
as concentracdoes séricas de TNF-a. Os resultados demonstraram que a
clindamicina reduz as concentracdes de TNF-a e reduz a mortalidade dos
animais por choque endotéxico. Embora o modelo experimental e o estimulo
neste estudo sejam diferentes, os resultados apresentados corroboram os

resultados do presente estudo.

Conforme mencionado no presente estudo, a clindamicina se liga a
subunidade 50-S dos ribossomos bacterianos e, consequentemente, inibe a
sintese proteica (BOOKSTAVER et al., 2015; MURPHY & MCKAY, 2015). De
forma semelhante, os antibiéticos macrolideos, os quais também apresentam
atividade anti-inflamatoéria e antinociceptiva, também se ligam de maneira
reversivel a subunidade ribossomal 50-S de microrganismos sensiveis,
resultando em uma dissociacédo do RNA transportador dos ribossomos, durante
a translocagdo do RNA mensageiro, de modo a inibir, também, a sintese
proteica. Além disso, é relatado que, em células epiteliais, os macrolideos
aumentam as concentracdes de AMP ciclico e a elevacao deste induz um efeito
marcante sobre a producéao de citocinas, que inclui inibicdo da producdo de TNF-
a, IL-6 e aumento de IL-10 (CULIC et al., 2001; SCHULTZ et al., 1998).
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Nossos resultados mostram que a administracdo de clindamicina foi
capaz de inibir o edema e a alodinia por até 48 h no modelo de inflamacéao
cronica. Ainda, observamos que estes efeitos induzidos pela clindamicina se
mantém com administracdes repetidas. Este resultado ¢é relevante
principalmente quando se considera que pacientes com processo inflamatérios
e dolorosos cronicos sao tratados com farmacos por longos periodos. As razdes
pelas quais este efeito duradouro ocorre ainda séo incertas. Relatos de ensaios
clinicos sobre o uso de clindamicina em pacientes portadores de maléria,
causada pelo Plasmodium falciparum, sugerem que a atividade da clindamicina
seria mais dependente da duracdo do tratamento do que da dose (CABRERA et
al.,, 1982; HALL & DOBERSTYN, 1975). Um estudo demonstrou a
susceptibilidade in vitro de Plasmodium falciparum frente a diferentes
concentracfes de clindamicina. Foi demonstrado que, apos o tratamento diario
do meio de cultura por até 24 h, a atividade da clindamicina aumentou
acentuadamente com o tempo. A porcentagem do efeito contra o protozoario
parasita elevou de 20 a 90% entre 42 e 90 horas de incubacédo. A dependéncia
deste efeito temporal foi justificada pelo efeito acumulativo do farmaco sobre o
parasito (SEABERG et al., 1984). Ha relatos de que a clindamicina se acumula
em neutroéfilos e em seus lisossomos, em decorréncia do pH intralisossémico ser
acido e esse farmaco se comportar como uma base fraca. Entretanto, esse
acumulo, mesmo em concentra¢cfes elevadas, acima de 1,0 mM, nao afeta a
locomocéo dos neutrofilos (KLEMPNER & STYRT, 1983).

Outro ponto que possa justificar parcialmente o efeito prolongado da
clindamicina é sua ligagdo com proteinas plasmaticas. A a-1-glicoproteina acida
€ a segunda proteina plasméatica mais importante ligada ao farmaco apos a
albumina, além de possuir alta afinidade para farmacos bésicos como a
clindamicina. Para farmacos ligados a essa proteina plasmatica, observa-se um

efeito mais prolongado (TSAI et al., 2015).

Com o objetivo de investigar se a atividade antinociceptiva/antialodinica
apresentada pela clindamicina poderia resultar de incoordenagédo motora e/ou
relaxamento muscular, avaliou-se o efeito induzido pela clindamicina sobre o

tempo de permanéncia dos animais na haste girante. Uma vez que a
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clindamicina nédo alterou o tempo de permanéncia dos animais na haste girante,
€ muito pouco provavel que a atenuacdo do comportamento nociceptivo induzida
por esse farmaco nos modelos indicados seja resultado de comprometimento da
atividade motora ou de relaxamento muscular. Essa observacao, além de validar
0s resultados encontrados, indicam que a reducdo do comportamento
nociceptivo nos modelos experimentais resulta de uma atividade antinociceptiva

genuina da clindamicina.

Visando a investigar o papel de receptores opioidérgicos, serotoninérgicos
e canabinoidérgicos e também de canais para potassio ATP-dependentes na
atividade da clindamicina em modelo de dor nociceptiva induzida por calor, foram
utilizadas as seguintes ferramentas farmacoldgicas: naltrexona, ciproheptadinia,
glibenclamida e AM251.

A naltrexona, antagonista ndo seletivo de receptores opioides
(YADLAPALLI et al., 2016), foi utilizada para investigar se a via opioidérgica
poderia mediar a atividade antinociceptiva da clindamicina. A administracao
prévia de naltrexona inibiu a atividade antinociceptiva da clindamicina, indicando
gue esse farmaco depende em parte da ativacao de vias opioidérgicas. Uma vez
que ndo ha demonstracdo da interacédo da clindamicina com receptores opioides
ou que estimule a liberacdo de peptideos opioides enddgenos e, considerando
gue a naltrexona € um antagonista ndo seletivo de receptores opioides, néo &
possivel inferir qual ou quais receptores (4, K, ou &) medeiam a atividade
antinociceptiva desse farmaco. Outros estudos demonstraram a participacéo da
via opioidérgica na atividade antinociceptiva de outras drogas ou farmacos
(HONG & ABBOTT, 1995; LEMBECK & DONNERER, 1985).

A ciproheptadina, quando administrada previamente a clindamicina, inibiu
sua atividade no modelo de dor nociceptiva. A inibicdo da atividade da
clindamicina nos animais previamente tratados com ciproheptadina indica que
esse farmaco poderia interagir com receptores serotoninérgicos ou facilitar a
transmissdo serotoninérgica, o que poderia contribuir para a atividade
antinociceptiva no modelo experimental avaliado. A serotonina € uma amina que

possui importante papel no processamento da resposta nociceptiva contribuindo
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tanto para a sensibilizacdo de nociceptores no SNP quanto para a inibicdo da
nocicepcao no SNC (VIGUIER et al., 2013).

Varios estudos demonstraram que a atividade antinociceptiva de varias
drogas é atenuada por bloqueadores de canais para potassio ATP-dependentes,
como a glibenclamida, em diversos modelos experimentais de dor (KHANNA et
al., 2011; LIMA et al., 2010; ALVES et al., 2004; ALVES & DUARTE, 2002). No
presente estudo, no entanto, a glibenclamida n&o atenuou a atividade
antinociceptiva da clindamicina. Esse resultado indica que canais para potassio
sensiveis ao ATP ndo devem ser relevantes para a expressdo da atividade

antinociceptiva da clindamicina.

Em seguida, o antagonista de receptores canabinoides CB1 (AM251)
(GUHRING et al., 2002) foi usado com o0 objetivo de investigar se a via
canabinoidérgica poderia mediar a atividade antinociceptiva da clindamicina. E
amplamente conhecido que a atividade antinociceptiva de vérias drogas ou
farmacos é revertida por antagonistas canabinoidérgicos (SCHREIBER et al.,
2012; GUINDON et al.,, 2006; GUHRING et al.,, 2002). Entretanto, a
administracdo prévia de AM251 ndo alterou a atividade antinociceptiva da
clindamicina, o que indica que mecanismos canabinoidérgicos, via CB1, ndo sdo

relevantes para a expressao dessa atividade no modelo experimental usado.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a clindamicina
apresenta atividade em modelos de dores inflamatéria e nociceptiva e também
em modelo de inflamac&o crbénica. Em modelo de inflamac&o crbnica, as
atividades antiedematogénica e antialodinica foram demonstradas mesmo apos
0 estabelecimento da sensibilizagdo e do edema de pata, provavelmente
relacionadas com efeitos sobre a producdo e/ou acdo de mediadores
inflamatorios. Os resultados indicam que a atividade antinociceptiva envolve a
ativacdo de mecanismos serotoninérgicos e opiodérgicos. Esses achados
indicam que a clindamicina possui potencial para ser reposicionada para o

tratamento de pacientes com condi¢cfes inflamatoérias e dolorosas.
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