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RESUMO

INTRODUGAO: O resveratrol é uma fitoalexina natural presente em uvas e derivados,
com atividades terapéuticas amplamente relatadas, incluindo efeitos analgésicos.
Entretanto, os mecanismos da a¢do antinociceptiva do resveratrol ainda ndo foram
completamente elucidados, podendo promover limitagdes na sua utilizagdo
terapéutica. OBJETIVO: Este trabalho propde avaliar os mecanismos do efeito
antinociceptivo central e periférico induzido pelo resveratrol, analisando o possivel
envolvimento dos sistemas opioide, canabinoide e nitrérgico. METODOS: O teste de
retirada de pata foi utilizado e a hiperalgesia foi induzida pela injecdo intraplantar de
carragenina (200 pg). O resveratrol e as drogas dos sistemas analgésicos avaliados
foram administrados via intraplantar ou intracerebroventricular em camundongos
machos (n = 5). Analises estatisticas: One-Way ANOVA seguido pelo pds-teste de
Bonferroni. RESULTADOS: Nossos resultados confirmam que o resveratrol tem
atividade antinociceptiva central e periférica, dose e tempo dependentes. Esta
antinocicepcdo deve-se a ativacdo concomitante dos receptores pu- e 6-opioides e dos
receptores canabinoides do tipo CB;. O efeito anti-hiperalgésico do resveratrol parece
também envolver a liberacdo de opioides endégenos e endocanabinoides, uma vez
que a administracdo de doses ndo-analgésicas de inibidores da recaptagdo ou
degradacdo de endocanabinoides e peptideos opioides intensificaram o efeito
antinociceptivo de baixas doses de resveratrol. Além disso, a administragdao do
resveratrol ativou a isoforma neuronal da éxido nitrico sintase e aumentou os niveis
teciduais de nitrito quantificado pelo método de Griess. Adicionalmente, a
antinocicep¢ao desencadeada pelo resveratrol parece depender da a¢do da guanilato
ciclase soluvel (GCs) e dos niveis de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc).
CONCLUSAO: Nossos resultados fornecem evidéncias de que a antinocicepgdo central
e periférica induzida pelo resveratrol esta associada a ativacdo concomitante dos
receptores U- e &-opioides, dos receptores canabinoides do tipo CB; e da isoforma
neuronal da éxido nitrico sintase, com a possivel atuacdo de opioides enddgenos,
endocanabinoides e GCs/GMPc como mensageiros celulares. APOIO FINANCEIRO:
CNPq, CAPES e FAPEMIG. Protocolo CEUA: 278/2016.

PALAVRAS-CHAVE: nutracéuticos, resveratrol, antinocicepc¢do, opioides, canabinoides,

oxido nitrico.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Resveratrol is a natural phytoalexin present in grapes and derivatives,
with widely reported therapeutic activities, including analgesic effects. However, the
mechanisms of the antinociceptive action of resveratrol have not yet been fully
elucidated, and it may promote limitations in its therapeutic use. OBJECTIVE: This work
proposes to evaluate the mechanisms of central and peripheral antinociceptive effect
induced by resveratrol, analyzing the possible involvement of the opioid, cannabinoid
and nitrergic systems. METHODS: The paw withdrawal test was used and hyperalgesia
was induced by intraplantar injection of carrageenan (200 ug). Resveratrol and drugs
from analgesic systems evaluated were administered intraplantarly or
intracerebroventricularly in male mice (n = 5). Statistical analyzes: One-Way ANOVA
followed by Bonferroni post-test. RESULTS: Our results confirm that resveratrol has
central and peripheral antinociceptive activity, dose and time dependent. This
antinociception is due to the concomitant activation of the p- and 8-opioid receptors
and the CB;-type cannabinoid receptors. The antihyperalgesic effect of resveratrol also
seems to involve the release of endogenous opioids and endocannabinoids, since the
administration of non-analgesic doses of inhibitors of the reuptake or degradation of
endocannabinoids and opioid peptides has intensified the antinociceptive effect of low
doses of resveratrol. In addition, the administration of resveratrol activated a neuronal
isoform of nitric oxide synthase and increased the tissue levels of nitrite quantified by
the Griess method. Additionally, the antinociception triggered by resveratrol seems to
depend on the action of soluble guanylate cyclase (GCs) and cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) levels. CONCLUSION: Our results provide evidence that
central and peripheral resveratrol-induced antinociception is associated with the
concomitant activation of p- and 6-opioid receptors, CB;-type cannabinoid receptors
and the neuronal isoform of nitric oxide synthase, with the possible action of
endogenous opioids, endocannabinoids and GCs/cGMPs as cellular messengers.

FINANCIAL SUPPORT: CNPq, CAPES and FAPEMIG. CEUA Protocol: 278/2016.

KEY WORDS: nutraceuticals, resveratrol, antinociception, opioids, cannabinoids, nitric

oxide.
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1.1 Consideragoes gerais sobre o estudo da dor

A palavra “dor”, na lingua portuguesa, provém do latim (“dolore”) e significa
sofrimento. Similarmente, na lingua inglesa, o termo “pain” é oriundo da palavra grega
“poiné”, a qual significa pena. Apesar da denotacdo, a principio, negativa, a dor é um
componente essencial do sistema de defesa do organismo, com funcdes indicadoras
imprescindiveis a manutencao da vida. Uma vez que a percepc¢ao dolorosa ocorra, ela
assume prioridade sobre outras demandas cognitivas competitivas, impulsionando o
individuo a tentar interromper sua aparente causa. A falta da capacidade de
experimentar a dor, como na rara condicdo de insensibilidade dolorosa congénita,
pode causar sérios problemas a saude, tais como a ocorréncia freqliente de lesdes,
devido aos recorrentes eventos de automutilagdo inconsciente (Woolf, 2010; Bennett
and Woods, 2014; Huang et al., 2017). Porém, tal finalidade protetora da dor é
evidentemente perdida em casos de cronicidade, tornando-se patoldgica e
comprometendo seriamente a qualidade de vida do individuo (Hecke, Torrance and
Smith, 2013; Anastas et al., 2019).

Embora a intensidade da agressao tecidual e a magnitude da percepc¢ao da dor
estejam, de fato, freqlientemente relacionadas, é possivel ocorrer uma dissociacdo
entre essas duas varidveis (Garland, 2013). Durante atividades fisicas muito intensas ou
em exposicoes a fatores de estresse e medo, lesdes teciduais podem ser geradas sem a
ocorréncia da percepcao dolorosa (Butler and Finn, 2009; Price and Prescott, 2015).
Por outro lado, em determinadas situacdes, a dor pode ocorrer sem a presenca direta
de dano tecidual, como por exemplo, em areas amputadas do corpo (Vaso et al.,

2014).

20



Introducao

Tendo em vista que a dor é um fenOmeno biopsicossocial complexo, decorrente
da interacdo de multiplos sistemas neuroanatdémicos, bioquimicos, cognitivos e
afetivos, sabe-se que ela pode ser muito mais do que apenas uma reag¢dao a um
estimulo nocivo. Dessa forma, em 1973, John J. Bonica fundou a Associa¢do
Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés International Association for the
Study of Pain), a qual por sua vez, em 1979, definiu a dor como uma “experiéncia
sensorial e emocional desagraddvel, associada a dano tecidual real ou potencial”
(Cohena, Quintnerb and van Rysewykc, 2018).

Apesar da presenga do componente emocional da dor nos animais ndo ser
guestionada (De Waal, 2011; Paul and Mendl, 2018), a sua mensuracao, obviamente,
ndao é uma tarefa simples. Por esse motivo, em 1906, Sherrington propds os termos
“nocicepcdo e antinocicepg¢do”, os quais fazem referéncia somente ao componente
sensorial da dor. Tal proposta foi bem aceita pela comunidade cientifica e, atualmente,
os termos “dor e analgesia” sdao evitados em publica¢des de trabalhos in vivo, uma vez
gue se referem ao evento doloroso como um todo e incluem tanto o componente
emocional quanto o sensorial, sendo que somente o Ultimo desses componentes pode
ser mensurado satisfatoriamente na experimentacdo animal (Loeser and Treede,
2008).

Visto que a dor corresponde a um processo multifatorial, sintomatico das mais
diversas condicOes patolégicas, o seu tratamento também se torna uma questdo
complexa (Apkarian et al., 2005; Garland, 2013; Brodal, 2017). A dor é o sintoma mais
comumente comunicado em consultas médicas, gerando um significativo impacto
monetario e levando a um investimento de varios bilhdes de ddélares em servicos de

saude em todo o mundo (Turk, 2002; Romanelli, 2017). Somente nos Estados Unidos,
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calcula-se que aproximadamente 25 milhdes de pessoas sofram com sintomas
dolorosos diariamente. A perda de produtividade no trabalho devido a condigdes
dolorosas gera um custo estimado de aproximadamente 61,2 bilhGes de ddlares por
ano para os estadunidenses (Stewart, 2003; Nahin, 2015).

Similarmente, no Brasil, um estudo publicado recentemente relatou que dentre
27.345 brasileiros adultos entrevistados, 20.830 (76,17%) apresentaram dor cronica,
recorrente ou duradoura (com duracdo de pelo menos 6 meses). Sendo que mais de
metade dos entrevistados com dor crénica apresentava dor didria e a intensidade da
dor era moderada em 57,28%. Dessa forma, p6de-se constatar que aproximadamente
dois tercos da populacdo brasileira adulta sofrem com sintomas dolorosos de forma
recorrente (Carvalho et al., 2018).

Em concordancia com tais estatisticas, a prescricao de opioides tem aumentado
e, juntamente com ela, a ocorréncia de efeitos adversos, uso indevido e &bitos
relacionados. Somente em 2014, 18.893 americanos tiveram morte por overdose
relacionada a opioides (Number and age-adjusted rates of drug-poisoning deaths
involving opioid analgesics and heroin: United States, 2000-2014., 2015; Elsesser and
Cegla, 2017; Han et al., 2017). Em conjunto, esses dados enfatizam que o
gerenciamento da dor precisa ser redirecionado com a inclusdo de novas abordagens

farmacoterapéuticas.

1.2 Via ascendente da dor

Em 1903, Charles Sherrington propds a existéncia de um conjunto de
terminac¢Ges nervosas, cuja funcdo seria receber estimulos nocivos. Tais terminacfes

nervosas propostas eram, de fato, um tipo de receptor sensorial especializado na
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deteccdo de estimulos dolorosos e foram, posteriormente, denominadas nociceptores.
O que distingue o nociceptor de outros receptores sensoriais é o seu limiar de
ativacdo, o qual, a principio, é particularmente alto, de tal forma que, somente
estimulos muito intensos (potencialmente lesivos) possam ser detectados pelos
mesmos (Millan, 1999; Garland, 2013).

Uma vez que um estimulo potencialmente lesivo é detectado no terminal
periférico do nociceptor, ocorrem uma série de alteracdes eletrofisioldgicas, gerando
um potencial de acdo, esse processo é denominado transduc¢do. O potencial de acdo
gerado percorre toda a extensdo do nociceptor até alcancar a extremidade pré-
sindptica, onde um influxo de cdlcio é gerado, possibilitando a liberacdo de diversos
neurotransmissores, 0s quais, por sua vez, irao interagir com receptores presentes na
membrana do neurdnio pds-sindptico, dando continuidade ao processo de condugao
da informacgdo sensorial nociceptiva da periferia até o sistema nervoso central (Figura
1) (Raouf et al., 2010).

As fibras nervosas podem ser classificadas conforme mielinizagao, formando
dois grandes grupos: fibras A e fibras C, respectivamente, fibras com e sem mielina.
Dentro do grupo das fibras mielinizadas, existem subdivisGes, conforme o grau de
mielinizacdo. Dessa forma, tém-se, em ordem decrescente do didmetro, fibras Aa, AB,
Ay e AS. Quanto mais espessa a camada de mielina, maior a velocidade de conducao
(Tabela 1). Atualmente, a opinido predominante é a de que as terminacdes nervosas
livres das fibras A8 e C constituam a regido sensorial dos principais nociceptores

(Dubin and Patapoutian, 2010).
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Figura 1 - Representagdo esquematica da transmissao nociceptiva ao longo do nociceptor. (i)
O estimulo nocivo detectado nos terminais periféricos, por diversos receptores e canais
ibnicos, é convertido em potencial receptor. (ii) Quando um limite definido de despolarizacdo
é atingido, os canais de sddio dependentes de voltagem sdo ativados e um potencial de acao é
gerado. (iii) O potencial de a¢do é propagado ao longo do axdnio até os terminais pré-
sindpticos. (iv) O influxo de calcio através de canais de calcio dependentes de voltagem (VGCC)
desencadeia a liberacdo de neurotransmissores, como o glutamato, a partir de terminais pré-
sindpticos. O glutamato pode ativar receptores ionotrépicos (AMPA e NMDA) ou
metabotrdopicos (MmGIUR) nos terminais poés-sindpticos da medula espinhal, onde o sinal
continua sendo transmitido de forma ascendente até chegar aos centros supra-espinhais.
AMPA, alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico. NMDA, N-metil-D-aspartato. mGIuR,

receptor metabotrépico de glutamato (Raouf et al., 2010).

Tabela 1 - Classificacdo geral das fibras nervosas e seus respectivos didametros e velocidades de
condugdo, conforme nivel de mielinizagdo (Manzano, Giuliano and Noébrega, 2008).

Tipo de Fibra Didmetro (um) Velocidade de Mielinizacdo
Nervosa H Condugdo (m/s) ¢
A alfa () 12-22 70-120 Sim
A beta (B) 5-12 30-70 Sim
A gama (y) 2-8 15-30 Sim
A delta (8) 1-5 5-30 Sim
C 0,1-1,3 0,6-2 Nao
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Em resumo, na transmissdo ascendente da dor, uma vez detectado o estimulo e
ocorrido o processo de transdu¢do, o impulso nervoso é projetado da periferia até o
corno dorsal da medula espinhal, por meio de neur6nios denominados de primeira
ordem, os quais realizam sinapses com neurdnios de segunda ordem, que por sua vez,
ascendem o trato espinotalamico contralateralmente, chegando até o tdlamo, onde
realizam sinapses com neurdnios de terceira ordem, os quais, por fim, conduzem o
impulso nervoso até o cértex somatossensorial, onde o estimulo nociceptivo é

processado e interpretado ao nivel da consciéncia (Figura 2) (Golan et al., 2014).

O neurdnio 3° projeta-se
para varias regidoes do céerebro

O neurdnio 2° faz
sinapse com o
neurdnio 3° no talamo

Cortex somatossensorial
primario

Ceérebro
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Mesencefalo ——— ’ ‘

4\\~ 4
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——
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Nno corno dorsal da
medula espinal

Figura 2 - Representagdao esquematica da via ascendente da dor. Neurdnios de 12 ordem se
projetam da periferia até o corno dorsal da medula espinhal, onde ativam neur6nios de 22 ordem,
0s quais ascendem a medula contralateralmente, se projetando até o tdlamo, onde ativam
neurdnios de 32 ordem, os quais, por sua vez, se projetam até o cortex somatossensorial (Golan et

al., 2014).
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1.3 Modulagao endégena da dor

A capacidade do organismo de modular a transmissdo nociceptiva comecou a
ser melhor elucidada em 1965, quando Melzack e Wall formularam a teoria do portao
da dor, a qual relatava a influéncia da estimulagdo cutanea tatil no alivio da dor.
Conforme a teoria postulada, no corno dorsal da medula, existe um mecanismo neural
que se comporta como um portao, controlando a passagem dos impulsos nervosos
oriundos das fibras nociceptivas periféricas para o sistema nervoso central (Melzack
and Wall, 1965). Tal modulacdo ocorre em razao das fibras tateis (AB), as quais, uma
vez estimuladas, ativam interneurdnios inibitdrios presentes na substancia gelatinosa
do corno dorsal da medula espinhal , os quais, por sua vez, inibem a transmissao
nociceptiva. Por outro lado, a estimulagdo das fibras nociceptivas (Ad e C) inibe os
interneurdnios inibitdrios, facilitando a sua prépria transmissdo. Dessa forma, o
balanco entre a atividade das fibras nociceptivas e ndo-nociceptivas no corno dorsal da
medula espinhal define o grau de supressao dos sinais dolorosos aferentes (Figura 3)

(Millan, 2002; Ossipov, 2012).

Tato ou Fibra Ag
estimulo nao
doloroso
Estimulo
doloroso Estimulo
Fibra C (@] &, doloroso

j} diminuido
® q\\e

Figura 3 - Representacdo esquematica da teoria do portao da dor. Uma vez estimuladas,
fibras ndo-nociceptivas (AB) e fibras nociceptivas (C) estimulam (+) e inibem (-),
respectivamente, o mesmo interneurénio inibitério, modulando a transmissdo nociceptiva

(Silverthorn, 2017).

26



Introducao

Influéncias supra-espinhais no “portdo da dor” foram evidenciadas em 1967,
por Wall, quando o mesmo relatou que células da lamina V do corno dorsal da medula
espinhal de gatos descerebrados passavam a responder mais intensamente os
estimulos dolorosos depois da realizacdo de uma seccdo medular, o que sugeria o
envolvimento de estruturas superiores e propunha que a modulacdo enddgena da dor
nao estava restrita somente a regido dorsal da medula (Wall, 1967).

A interferéncia de estruturas supra-espinhais na modulacdo da percepcao
dolorosa foi fortemente suportada por Reynolds, em 1969, ao demonstrar que a
estimulacdo elétrica da substancia cinzenta periaquedutal (SCP) do mesencéfalo foi
capaz de induzir uma analgesia tao profunda, de tal forma que, ratos submetidos a
procedimentos cirdrgicos ndo necessitaram de outro meio anestésico durante o
processo (Reynolds, 1969). Posteriormente, a estimulacdo da SCP mesencefalica (Deep
Brain Stimulation) foi testada em humanos e, atualmente, tem sido uma alternativa
terapéutica para pacientes que sofrem com dores cronicas (Keifer Jr, Riley and Boulis,
2014).

Desde entdo, diversas outras estruturas supra-espinhais capazes de interferir
nos processos dolorosos foram identificadas, dentre elas podemos citar o hipotadlamo,
o nucleo rostral ventromedial, o qual inclui o nicleo magno da rafe e o nucleo reticular
paragigantocelular, o nucleo parabraquial, o locus coeruleus, o nucleo do trato
solitadrio e o nucleo reticular dorsal (Millan, 2002). Uma vez estimulados, esses sitios
antinociceptivos supra-espinhais originam vias descendentes modulatorias para o
corno dorsal da medula espinhal, suprimindo, em maior ou menor grau, a

transmissao das fibras aferentes nociceptivas (via ascendente da dor).
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A partir dessas evidéncias experimentais, os neurotransmissores envolvidos na
modulagdao da percepgao dolorosa passaram a ser extensivamente pesquisados e
houve muita evolugdo na compreensao dos multiplos sistemas endégenos envolvidos
no controle da dor. Diversos mediadores quimicos atuantes na via descendente ja
foram descritos, como por exemplo, os opioides endégenos, os endocanabinoides e o

oxido nitrico (Ossipov, 2012), os quais serdo melhor abordados nas sessGes seguintes.

1.4 Opioides e seu papel na analgesia

O O6pio é uma mistura de alcaléides extraidos de uma espécie de papoula
(Papaver somniferum), utilizado com fins medicinais ou recreativos pela humanidade,
muito provavelmente, antes mesmo do surgimento da escrita. Em 1803, Friedrich
Sertlrner, na Alemanha, isolou um ingrediente ativo do 6pio, dissolvendo-o em acido
e, em seguida, neutralizando-o com amonia. Alguns anos mais tarde, em 1827, a
companhia farmacéutica Merck & Co comecou a producdo comercial dessa mesma
substancia opiacea isolada, a morfina, estimulando o uso medicinal de substancias
derivadas do 6pio (substancias opidceas) pela sociedade moderna e aumentando o
interesse pelos seus mecanismos de acdo (Martins et al., 2012).

A existéncia de sitios de ligacdo endégenos especificos capazes de mediar a
acao dos opidceos ja era suspeita. De modo consoante, em 1973, receptores opidides
foram identificados em tecido neural (Pert and Snyder, 1973). O receptor opioide
denominado delta (&) foi o primeiro a ser clonado (Edwards et al., 1992). Em seguida,
houve a clonagem dos receptores opioides do tipo kappa (k) e mu (u). Tal
nomenclatura, utilizando letras gregas, foi questionada e sugeriu-se o uso de siglas em

inglés como DOR (receptor opioide delta), KOR (receptor opioide kappa) e MOR
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(receptor opioide mu), no entanto, as controvérsias persistiram. Por fim, a
International Union of Pharmachologists (IUPHAR) definiu uma nova nomenclatura
conforme a sequéncia histérica de clonagem desses receptores. Sendo assim, ficou
estabelecido que os receptores DOR, KOR e MOR, seriam denominados OP1, OP2 e
OP3, respectivamente. Porém, na literatura ainda é possivel observar todos os tipos de
nomenclaturas existentes (Martins et al., 2012).

Os receptores opioides sao pertencentes ao grupo de receptores acoplados a
proteina G (subfamilia Gjp). Uma vez ativados, eles sofrem alteragdes conformacionais,
de tal forma que a subunidade Gia se dissocia da subunidade By. A subunidade Gia
induz inibicdo da enzima adenilato ciclase (AC) e consequente reducdo da conversao
do trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Dessa
forma, ndo ocorre a ativacdo (dependente de AMPc) da proteina cinase A (PKA),
enzima responsavel por fosforilar e ativar canais i6nicos que aumentam a
excitabilidade neuronal. Por outro lado, a subunidade By pode interagir com diferentes
canais idnicos presentes na membrana celular. Canais para Ca?* ativados por alta
voltagem podem ser inibidos e canais para potdssio podem ser abertos, ocasionando,
respectivamente, a reducao do influxo de calcio e aumento do efluxo de potassio.
Toda essa cascata de sinalizacdo resulta em uma hiperpolarizacdo celular, com
conseqliente atenuacdo da excitabilidade dos terminais dos nociceptores e supressao
dos estimulos dolorosos aferentes (Figura 4) (Al-Hasani and Bruchas, 2011).

O processo analgésico gerado pela ativacdo dos receptores opioides pode
ocorrer ndo somente a nivel central (supra-espinhal ou espinhal) (Mansour A, H and
Lewis ME, 1988), mas também a nivel periférico. Agonistas opidides podem produzir

efeito antinociceptivo experimentalmente mensurdvel por meio da ativacdo de
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receptores opioides presentes em terminais periféricos de neurdnios aferentes

primarios (Coggeshall, Zhou and Carlton, 1997).

A PAG/IRVM B PAG/RVM

Figura 4 — Representagdo esquematica da acdo dos opioides endégenos. (A) No corno dorsal
da medula espinhal, estimulos nociceptivos transduzidos em potencial de a¢do desencadeiam
a liberagdo de neurotransmissores nociceptivos, como a substancia P (SP), peptideo
relacionado com o gene da calcitonina (CGRP) e L-glutamato (Glu). O receptor de neurocinina-
1 (NK-1), receptor peptidico relacionado ao gene da calcitonina (CGRPR), receptore de N-metil-
D-aspartato (NMDA), entre outros receptores presentes na membrana do neurGnio pods-
sindptico, interagem com os neurotransmissores nociceptivos liberados, dando continuidade a
transmissdo nociceptiva. (B) A transmissdo nociceptiva ativa centros analgésicos presentes na
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e medula ventromedial rostral (RVM), gerando a
liberacdo de opioides enddgenos no corno dorsal da medula espinhal, os quais podem
interagir com receptores opioides do tipo W, 6 ou k, ocasionando alteragGes intracelulares
especificas. Nos neurGnios pré-sindpticos, os opioides enddgenos reduzem a sinalizacdo de
AMPc, suprimindo a atividade dos canais para calcio dependentes de voltagem, o que inibe a
liberacdo de transmissores nociceptivos. Nos neurdnios pds-sindpticos, os opioides endégenos,
por sua vez, ativam canais para potassio, causando hiperpolarizacdao celular e consequente

inibicdo da via ascendente da dor (Trang et al., 2015).
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A compreensdo dos circuitos modulatérios da dor foi significativamente
expandida com a descoberta dos ligantes opioides enddgenos. Entende-se por
substancia opioide qualquer composto natural, semi-sintético ou sintético, capaz de se
ligar e interagir com os receptores opioides, de tal forma que induza efeitos similares
aos dos opiaceos. Dentre as principais substancias opioides endégenas ja identificadas
até entdo, podemos citar trés compostos de natureza peptidica, a B-endorfina, as
encefalinas e as dinorfinas, as quais se ligam com maior afinidade aos receptores
opioides W, § e k, respectivamente. Além da natural producao e liberacdo de peptideos
opioides enddgenos pelos neurbnios sensoriais, estes mediadores neuroquimicos
também podem ser encontrados no interior de células imunes, sendo secretados
durante a ocorréncia de um processo inflamatério (Stein et al., 1990; Batista et al.,
2012). Uma vez liberados, os ligantes opioides enddgenos, assim como os exdgenos,
sdo capazes de interagir com os receptores opioides, desencadeando a cascata de
sinalizacdo intracelular associada a acao da proteina G e culminando nos efeitos

analgésicos resultantes da ativacdo da via opioidérgica (Ballantyne and Sullivan, 2017).

1.5 Canabinoides e seu papel na analgesia

Popularmente conhecida no Brasil como “maconha”, a Cannabis sativa é um
arbusto da familia Cannabaceae que tem sido utilizado ha séculos pela humanidade,
devido a suas propriedades terapéuticas e recreacionais. Dentre os varios efeitos
farmacoldgicos induzidos por esta planta medicinal, inclui-se sua acdo analgésica. Em
1964, o principal componente psicoativo dessa espécie foi identificado, o A°-
tetrahidrocanabinol (THC) (Figura 5A), sendo denominado canabinoide qualquer
composto com efeitos bioldgicos semelhantes aos induzidos pelo A’-THC (Gaoni et al.,

1971).

31



Introducao

A natureza lipidica de muitos canabinoides fundamentou a suposicdo de que os
mesmos agiriam por interagdes diretas com a membrana celular lipoproteica,
tornando a descoberta dos receptores canabinoides e seus respectivos ligantes um
pouco tardia se comparada a de outros sistemas enddgenos (Devane et al., 1992).
Existem pelo menos dois subtipos de receptores canabinoides, os quais foram
nomeados pela IUPHAR, conforme a ordem cronolégica de descoberta, como
receptores CB; e CB, (Howlett et al., 2003). O receptor CB; é expresso
majoritariamente no sistema nervoso central (SNC), enquanto que o receptor CB, tem
sua localizacdo mais restrita as células imunes (Galiegue et al., 1995). Porém, tais
predominancias ndo sdo absolutas, uma vez que receptores CB; também podem ser
encontrados em determinados terminais periféricos de neur6nios sensoriais primarios
e receptores CB,, por sua vez, em certos neurdnios de localizagdo central ou periférica
(Benito et al., 2008).

Assim como os receptores opioides, os receptores canabinoides sdo acoplados
a proteina Gjj. Dessa forma, um agonista canabinoide é capaz de induzir a inibi¢ao da
adenilato ciclase (AC), ativacdo dos canais para K’ retificadores de influxo (K;) e
inibicdo dos canais para ca® dependentes de voltagem, culminando em um efeito
hiperpolarizante e analgésico (Lotsch, Weyer-Menkhoff and Tegeder, 2018).

O primeiro agonista canabinoide enddgeno caracterizado foi o N-araquidonoil
etanolamina (AEA) (Figura 5B), também conhecido por anandamida, palavra derivada
do sanscrito ananda, que significa “felicidade” (Devane et al., 1992). Poucos anos
depois, um segundo endocanabinoide foi identificado, o 2-araquidonoil glicerol (2-AG)
(Figura 5C) (Sugiura et al., 1995). Desde entdo, diversos outros ligantes enddgenos de

receptores canabinoides foram descobertos, como o N-araquidonoil dopamina (NADA)
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(Bisogno et al., 2000), 2-araquidonoil glicerol éter (noladina) (Abu-Lafi et al., 2001) e 0
O-araquidonoil etanolamina (virodamina) (Porter et al., 2002).

Os dois endocanabinoides isolados mais bem estudados até o momento sdo a
AEA e o 2-AG, sendo que o primeiro liga-se preferencialmente aos receptores do
subtipo CB4, e o segundo parece ser capaz de ativar tanto o subtipo CB; quanto o CB,
(Di Marzo, Bifulco and Petrocellis, 2004). Diferentemente de outros mensageiros
quimicos, os endocanabinoides sdo produzidos somente sob demanda, sendo a
anandamida produzida a partir da hidrélise do N-araquidonoil fosfatidiletanolamina
(NAPE) e o 2-AG sintetizado, principalmente, através do diacilglicerol (DAG) (Donvito et

al., 2018).

(A)

AEA 2-AG

Figura 5 - Estrutura molecular de agonistas canabinoides exdgenos (A) e endégenos
(B e C). A’-THC, A°-tetrahidrocanabinol. AEA, N-araquidonoil etanolamina. 2-AG,

2-araquidonaoil glicerol (Hondrio, Arroio e Da Silva, 2006).

Neurotransmissores convencionais sao liberados a partir de uma célula pré-
sindptica e ativam receptores apropriados em uma célula pds-sindptica. Os

endocanabinoides fazem o caminho inverso, sendo liberados por neurénios pds-
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sinapticos e interagindo com receptores presentes nos terminais pré-sinapticos. Dessa
forma, diz-se que os endocanabinoides atuam por meio de um mecanismo de
sinalizacdo retrégrada. Tal sinalizagdo é finalizada com o auxilio de transportadores
presentes na membrana neuronal, os quais faciltam o deslocamento do
endocanabinoide do meio extra para o intracelular (Dalton et al., 2009). Uma vez
internalizados, os endocanabinoides sdao degradados por meio de hidrdlise enzimatica.
A AEA é hidrolisada, nos neurénios pds-sindpticos, pelo acido graxo amida hidrolase
(FAAH, do inglés fatty acid amide hydrolase), enquanto, o 2-AG é hidrolisado nos
neurdnios pré-sindpticos, principalmente, pela monoacilglicerol lipase (MGL) (Figura 6)

(Katona et al., 2002).

Neurdnio pré-sinaptico

AA Degradagéo Degradagéo

glicerol

Neurdnio pés-sinaptico

4
[N

Figura 6 - Representacao esquematica da acdo dos endocanabinoides. Os endocanabinoides
anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG) sao sintetizados e liberados pelos neurdnios
pos-sinapticos conforme demanda, apds o influxo de célcio (1). Eles ativam os receptores pré-
sinapticos CB, gerando inibig¢3o e ativacdo dos canais para Ca** e K, respectivamente (2). AEA
e 2-AG sdo removidos da fenda sindptica pela captacdo através de transportadores (T) pré- e
pds-sinapticos, respectivamente (3). Uma vez dentro dos neurGnios, a anandamida é
degradada pela amida hidrolase de &cidos graxos (FAAH) e o 2-AG é degradado pelo
monoacilglicerol lipase (MGL), se transformando em acido araquidonico (AA) e etanolamina
(EtNH,), e acido graxo (AA) e glicerol, respectivamente (4). A existéncia de um transportador

endocanabinoide permanece controversa (Saito, Wotjak e Moreira, 2010).
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1.6 Oxido nitrico e seu papel na analgesia

O oxido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora gasosa que se difunde
rapidamente através das membranas celulares e regula uma ampla gama de processos
fisioldgicos e fisiopatoldgicos, incluindo eventos inflamatérios e dolorosos (Esplugues,
2002; Paradise et al., 2010), sendo capaz de atuar na dor aguda (Toriyabe et al., 2004)
e cronica (Paradise et al., 2010) tanto a nivel central (Freire et al., 2009) quanto
periférico (Miyamoto et al., 2009), desempenhando um complexo papel na modulagado
da dor.

Apesar da contribuicdo do NO em processos hiperalgésicos ser amplamente
descrita, o envolvimento dessa molécula na antinocicepcao é também notdvel (Cury et
al., 2011). Varios estudos tém demonstrado que o NO pode induzir analgesia e mediar
a acdo de compostos analgésicos, tais como opioides, anti-inflamatérios nao
esteroidais e produtos naturais (Reis e Rocha, 2007; Cunha et al., 2010; Veloso et al.,
2015). Esse efeito dual do NO na percepc¢do dolorosa tem sido associado a diversos
fatores, dentre eles os niveis teciduais de NO. Altas concentracdes de NO estdo mais
relacionadas a processos dolorosos, enquanto que baixas concentra¢des tém sido mais

associadas a atividades analgésicas (Figura 7) (Cury et al., 2011).

35



Introducao

Lesao Inflamacao

t\_-x\\ P |

l agudo tardio l

(NQ)
10
N9 (o)

Figura 7 - Representacao esquematica do efeito dual do dxido nitrico (NO) na dor.
Na fase inicial da lesdo tecidual, pode ocorrer ativacdo de cNOS, gerando um
aumento relativamente pequeno nos niveis teciduais de NO e desencadeando um
efeito antinociceptivo. No entanto, na fase tardia, a isoforma iNOS pode estar
superexpressa, acarretando em um aumento acentuado dos niveis de NO e
desencadeando um efeito hiperalgésico. cNOS: éxido nitrico sintase constitutiva.

iNOS: éxido nitrico sintase induzivel (Hamza et al., 2010).

O NO é sintetizado, no interior celular, por meio da oxida¢gdo do aminoacido L-
arginina, gerando concentragdes equimolares de L-citrulina e NO. Tal reacao oxidativa
ocorre sob a acao catalitica da 6xido nitrico sintase (NOS). Até o presente momento, ja
foram identificados dois tipos principais de NOS, as isoformas constitutiva e induzivel,
com vdrias semelhancas e diferengcas entre si. As isoformas constitutivas
compreendem a NOS neuronal (n-NOS ou tipo I) e a NOS endotelial (e-NOS ou tipo lll).
Como a prdépria nomenclatura ja sugere, a n-NOS e a e-NOS s3do encontradas
predominantemente em neurdnios e células endoteliais, respectivamente. A sintese e

liberacdo de NO pelas NOS constitutivas é rdpida e ndo dependente de nova sintese
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protéica, sendo o NO proveniente dessas NOS liberado em pequenas quantidades e
por curtos periodos de tempo. Além disso, a ativacao, tanto da nNOS, quanto da eNOS,
depende da interagdo com a calmodulina que, por sua vez, é controlada pelos niveis
intracelulares de calcio. Por outro lado, a NOS induzivel (iNOS ou tipo Il) é calcio-
calmodulina independente e pode ser encontrada principalmente em células do
sistema imune, como macréfagos e neutrdfilos. Via iNOS, o NO é produzido em
maiores quantidades e por longos periodos de tempo, sendo esse processo
geralmente dependente de nova sintese protéica. Contrariando a nomenclatura
adotada, estudos recentes tém sugerido que a iINOS possa ser expressa
constitutivamente em determinados tipos celulares, da mesma forma que a nNOS e
eNOS seriam passiveis de inducdo (Weiner et al., 1994; Forstermann, Boissel e
Kleinert, 1998; Forstermann e Sessa, 2012).

Uma vez que o NO é sintetizado no interior da célula, ele ativa a enzima
guanilato ciclase soluvel (sGC), a qual, por sua vez, catalisa a conversao de guanosina
trifosfato (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Os niveis aumentados
de GMPc favorecem a ativacdo da proteina cinase G (PKG), a qual, por sua vez,
estimula a abertura de canais para potassio. O efluxo de potdssio gerado por essa
cascata de sinalizacdo dificulta o processo de despolarizacao celular, podendo suprimir
a transmissdo do estimulo nociceptivo (Moncada, Radomski e Palmer, 1988;

Esplugues, 2002).

1.7 Resveratrol e seu potencial analgésico

Durante os anos de 1985 a 1993, a Organizacdao Mundial de Saude desenvolveu
o Projeto MONICA (MONItoring system for CArdiovascular disease), um sistema

organizado de dados sobre doencas cardiovasculares, com o objetivo de estudar as
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caracteristicas populacionais, regionais e temporais de 37 paises, incluindo Canad3,
Italia, Franca, Inglaterra e Estados Unidos (World Health Organization, 1988). Os dados
do projeto MONICA levaram ao surgimento do famoso “Paradoxo Francés”, o qual
afirmou que os franceses, quando comparados com outros povos do mesmo nivel
socioecondmico e cultural, apresentavam 2,5 vezes menos mortes por doencas
coronarianas, apesar de serem mais sedentdrios, fumarem mais e consumirem mais
gorduras saturadas (Renaud e Lorgeril, 1992; Tunstall-Pedoe et al., 1999; Imhofa et al.,
2004). A principal explicacdo para tal paradoxo estaria no consumo regular e
moderado do vinho tinto pela populacdo francesa, o qual estaria associado a reducdo
do risco de morbidade e mortalidade cardiovascular (Renaud e Lorgeril, 1992; Lippi et
al., 2010).

Numerosos estudos tém atribuido os efeitos benéficos do vinho a alta
concentracdao de compostos fendlicos presentes nesta bebida, os quais também sao
amplamente encontrados em outros produtos derivados da uva (Cooper, Chopra e
Thurnham, 2004; Leifert e Abeywardena, 2008). De fato, as uvas constituem uma das
principais fontes de polifendis entre as frutas (Breksa et al., 2010). Dessa forma, os
vinhos tintos, que sao fermentados na presencga das cascas e sementes, tém cerca de
10 vezes mais polifendis (1000-4000 mg/L) que os vinhos brancos (200-300 mg/L),
fermentados na auséncia delas, atribuindo ao vinho tinto mais beneficios para a saude
guando comparado com o branco (Somkuwar et al., 2018).

Dentre todas as substancias polifendlicas presentes na uva e seus derivados
destaca-se uma em especial: o resveratrol (RES; 3,5,4'-triidroxiestilbeno). Estudos
recentes mostraram que os efeitos benéficos do vinho provém principalmente desta

substancia, mesmo levando em conta que a bebida em questdo contenha diversos

38



Introducao

outros polifendis, como a quercetina, as catequinas e os taninos, os quais também
podem ser considerados compostos nutricionais com valor terapéutico
(“nutracéuticos”) (Borriello et al., 2010; Gresele et al., 2011; Catalgol et al., 2012).

Isolado pela primeira vez, em 1940, das raizes do heléboro branco (Veratrum
grandiflorum) (Takaoka, 1940), o RES é um polifenol, do tipo ndo flavondide,
encontrado em pelo menos 72 espécies vegetais, distribuidas em 31 géneros e 12
familias (Figura 8) (Jang et al., 1997). Além da uva e seus derivados, outros produtos
alimentares também podem conter RES em diferentes concentragées, tais como, o
amendoim, o pistache e o mirtilo (Tabela 2) (Saiko et al., 2008).

O RES tem como principal funcdo proteger o vegetal de infeccbes por micro-
organismos patogénicos, ou seja, trata-se de uma fitoalexina (Signorelli e Ghidoni,
2005). Quimicamente, essa molécula organica consiste em dois anéis aromaticos
unidos por uma ponte metila com trés grupos hidroxilas inseridos nos anéis (King,
Bomser e Min, 2006). Na uva, o RES é sintetizado predominantemente na casca, onde
é formado a partir da condensacgao de trés moléculas de malonil-CoA e uma molécula
de p-coumaroil-CoA, em uma reacdo catalisada pela enzima estilbeno sintase,
podendo ser sintetizado sob duas formas isdmeras: cis e trans. O isbmero trans é
responsavel pelos efeitos biolégicos do RES, porém, é fotossensivel, podendo ser
convertido, em presenca de luz visivel, na forma cis, perdendo assim a sua funcao

bioldgica (Figura 9) (Anisimova et al., 2011).
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Uvas Heléboro Branco Jaca Muscadine Cranberry Kojo-Kon
Vitis vinifera Veratrum grandiflorum Artocarpus sp. Vitis rotundifolia Vaccinum sp. Polygonum cuspidatum

Picea Amendoim Pinheiro Silvestre  Ruibarbo Falso Blueberry Gnetum

Picea sp. Arachis hypogea Pinus sylvestris Rheum rhaponticum Vaccinum myritillus Gnetum montanum

Legumes Faias do Sul Amoreira Vermelha Escila Grama Azul Orquideas
Cdssia sp. Nothofagus sp. Morus rubra Scilla nervosa Festuca sp.  Bulbophyllum tristelidium

Figura 8 - Géneros e espécies vegetais fontes de resveratrol (Harikumar e Aggarwal, 2008).

Tabela 2 - Concentragao de resveratrol em alguns produtos alimenticios (Baur e Sinclair, 2006).

Fonte Alimentar Concentracao de Resveratrol Referéncia
. . (Soleas, Diamandis e
Vinho Tinto 0,1-14,3 mg/L
4 Goldberg, 1997; Mark et al.,
Vinho Branco 0,1-2,1mg/L (Soleas et al. 1957;
Lima et al. 1999)
Uva 0,16 — 3,54 pg/g (Rimando et al. 2004;
Burns et al. 2002)
Suco de Uva Vermelha 0,50 mg/L (média) (Romero-Pérez et al., 1999)
Suco de Uva Branca 0,05 mg/L (média) (Romero-Pérez et al., 1999)
Amendoim 0,02 -1,92 yg/e (Sanders, McMichael Jr. e
Hendrix, 2000; Tokusoglu,
Pistache 0,09 1,67 ug/e (Tokusoglu, Unal e Yemis,
2005)
Mirtilo Americano Até 32 ng/g (Lyons et al., 2003)
(Blueberry)
Mirtilo Europeu Até 16 ng/g (Lyons et al., 2003)

(Bilberry)
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Figura 9 - Isomerizagdo cis-trans do resveratrol induzida pela luz (Hui, Li e Chen, 2011).

O RES é capaz de induzir seus efeitos cardiprotetores através de diferentes
acdes, dentre as quais podemos citar sua acdo anti-inflamatdria (Poulsen et al., 2015),
uma vez que diversas doencas cardiovasculares envolvem estados de inflamacdo
cronica (Lopez-Candales et al., 2017). Tal substancia de origem natural suprime a
sintese de mediadores préinflamatdrios por inibicdo da lipooxigenase e das ciclo-
oxigenases (COX), tanto do tipo 1 quanto do tipo 2 (Kimura, Okuda e Arichi, 1985; Jang
et al., 1997, Maccarrone et al., 1999). A formacdo de edema tanto na fase aguda
guanto na fase cronica da inflamacdo também é reduzida pelo RES com intensidade
semelhante a da indometacina, um anti-inflamatério ndo esterdide (AINE) (Jang et al.,
1997).

Tais a¢Oes anti-inflamatdrias sugerem que o RES talvez também possa ter uma
atividade analgésica, uma vez que a dor é um dos sinais cardinais da inflamacao
(Lawrence, Willoughby e Gilroy, 2002). Com efeito, atividades antinociceptivas
associadas ao RES ja foram detectadas tanto a nivel periférico, quanto a nivel central.
Em um modelo de hiperalgesia inflamatdria em que carragenina foi injetada na pata
posterior de ratos, o RES foi capaz de reverter o processo hiperalgésico (Gentilli et al.,

2001). Em outro estudo, o RES, quando administrado por via oral, se mostrou eficiente
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no tratamento de camundongos com dor neuropatica diabética, um tipo de dor pouco
responsiva aos tratamentos convencionais (Sharma, Kulkarni e Chopra, 2007).

Também ja foi demonstrado que o RES, em ratos, administrado por via
endovenosa ou intraperitoneal, induziu analgesia com possivel envolvimento do
sistema opioide, considerando que houve reversao desse efeito pela naloxona, um
antagonista ndo seletivo para receptores opioides (Gupta, Sharma e Briyal, 2004;
Kokuba et al., 2017). Além disso, outro estudo demonstrou que o RES injetado
também intraperitonealmente em ratos, aumentou os niveis cerebrais de
endocanabinoides (Hassanzadeh et al., 2016). Por outro lado, trabalhos realizados em
nosso laboratério demonstraram o envolvimento da via nitrérgica no mecanismo
antinociceptivo periférico do endocanabinoide palmitoiletanolamida (PEA) (Romero e
Duarte, 2012; Romero et al., 2012) e de agonistas de receptores opioides (Rodrigues e
Duarte, 2000; Pacheco et al., 2005) no modelo de hiperalgesia mecanica induzida pela
injecdo intraplantar de prostagladina (PGE,).

Nesse contexto, tendo em vista a complexidade do tratamento da dor e o
potencial do uso terapéutico do RES, almejamos aprofundar os estudos sobre os
efeitos antinociceptivos da substancia em questdao. Uma vez relatada a possivel
interacdo entre o RES e as vias opioidérgica, canabinoidérgica e nitrérgica, nos
propomos a avaliar o envolvimento desses trés sistemas analgésicos na acdo
antinociceptiva do RES, administrado perifericamente ou centralmente em
camundongos, a fim de auxiliar na elucidacdo dos mecanismos de acdo dessa

substancia de origem natural.
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Objetivos

2.1 - Objetivo Geral

O presente trabalho se propde a avaliar o envolvimento das vias opioidérgica,
canabinoidérgica e nitrérgica na antinocicepcdo periférica e central induzida pelo

resveratrol em camundongos.

2.2 - Objetivos Especificos

» Detectar a a¢do antinociceptiva do resveratrol frente a hiperalgesia induzida
pela carragenina nos niveis:
e Periférico;

e Central.

» Verificar a participacdo da via opioidérgica na agdo antinociceptiva do
resveratrol nos niveis supracitados, avaliando:
e Participacdo dos receptores opioides y, k e §;

e Envolvimento de opioides endégenos.

» Verificar a participa¢do da via canabinoidérgica na acdo antinociceptiva do
resveratrol nos niveis supracitados, avaliando:
e Participacdo dos receptores canabinoides CB; e CBy;

e Envolvimento de endocanabinoides.

» Verificar a participacdo da via nitrérgica na acdo antinociceptiva do
resveratrol nos niveis supracitados, avaliando:
e Variacdo dos niveis teciduais de dxido nitrico;
e Ativacdo da enzima dxido nitrico sintase neuronal (nNOS);

e Envolvimento de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc).

44



3. MATERIAIS E METODOS

45



Materiais e Métodos

3.1 Animais de experimentacao

Em todos os procedimentos experimentais foram utilizados camundongos da
linhagem Swiss machos (30-40 g). Os animais foram provenientes do Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEBIO-ICB/UFMG) e mantidos em caixas plasticas com cama de maravalha, a
temperatura controlada (23°C + 1°C), com ciclo claro-escuro (06:00h - 18:00h) e livre
acesso a racdo e agua. Todos os experimentos foram previamente aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (numero de protocolo
278/2016, ANEXO 1) e realizados de acordo com as recomendacdes para avaliacdo de

dor experimental em animais acordados (Zimmermann, 1983).

3.2 Drogas e Solventes

3.2.1 Agente hiperalgésico
» Carragenina A tipo IV (Sigma, EUA) dissolvida em solu¢do aquosa estéril de

cloreto de sddio (NaCl) a 0,9% (solucao fisioldgica).

3.2.2 Agente analgésico sob estudo
» Resveratrol (RES; trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) (Natick, MA, EUA)

dissolvido em etanol 0,5% em solucdo fisioldgica.

3.2.3 Farmacos envolvidos na via opioidérgica
» Naloxona (NLX; Sigma, EUA). Antagonista ndo seletivo de receptores

opioides. Dissolvido em solucao fisioldgica.

» Clocinnamox (CLOC; Tocris, EUA). Antagonista seletivo dos receptores p

opioides. Dissolvido em solucao fisioldgica.
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» Naltrindole (NTD; Tocris, EUA). Antagonista seletivo dos receptores 6

opioides. Dissolvido em solugao fisioldgica.

» Nor-binaltorfimina (nBNI; Tocris, EUA). Antagonista seletivo dos receptores

k opioides. Dissolvido em solugao fisioldgica.

» Bestatina (BEST; Tocris, EUA). Inibidor da enzima aminopeptidase N,
enzima envolvida na degradacdo de peptideos opioides enddgenos.

Dissolvido em solucao fisiolégica (Figura 10).

Clocinnamox Naltrindole Nor-BNI Bestatina

1 o

Naloxona

Figura 10 - Esquema representativo das acdes postuladas de farmacos que atuam na
via opioide. |, receptor opioide do tipo p. 6, receptor opioide do tipo 6. k, receptor
opioide do tipo k. nBNI, nor-binaltorfimina.

3.2.4 Farmacos envolvidos na via canabinoidérgica

» AM251 (Tocris, EUA). Antagonista seletivo dos receptores canabinoides

CB,. Dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) 10% em solugdo fisioldgica.

» AMG630 (Tocris, EUA). Antagonista seletivo dos receptores canabinoides

CB,. Dissolvido em DMSO 10% em solugao fisioldgica.
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» VDM11 (Tocris, EUA). Inibidor do transportador de endocanabinoides.

Dissolvido em Tocrisolve 10% em solucao fisiolégica.

» MAFP (Tocris, EUA). Inibidor da enzima acido graxo amida hidrolase
(FAAH, fatty acid amide hydrolase). Dissolvido em etanol 3% em solugdo

fisiolégica (Figura 11).

Y o 7
MOLW EXTRACELULAR /,§\/=\/\)0L;j/\,on
w NI

2-AG AEA

N

Figura 11 - Esquema representativo das a¢6es postuladas de farmacos que atuam na
via canabinoide. CB; - receptor canabinoide do tipo 1. CB, - receptor canabinoide do
tipo 2. AEA, araquidonil etanolamina (anandamida). 2-AG, 2-araquidonoilglicerol.

FAAH, fatty acid amide hydrolase.

3.2.5 Farmacos envolvidos na via nitrérgica
» L-NOArg (RBI, EUA). Inibidor ndo seletivo das enzimas 6xido nitrico sintase
(NOS). Dissolvido em solucdo fisioldgica.
» L-NPA (Sigma, EUA). Inibidor seletivo da enzima oxido nitrico sintase
neuronal (nNOS). Dissolvido em solucdo fisioldgica.
» 0DQ (RBI, EUA). Inibidor seletivo da enzima guanilato ciclase soltvel (GCs).

Dissolvido em DMSO 10% em solugao fisioldgica.
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» Zaprinast (Sigma, EUA). Inibidor seletivo da enzima fosfodiesterase

especifica do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Dissolvido em

DMSO 10% em solugao fisioldgica (Figura 12).

L-NOArg Zaprinast
|

Fosfodiesterase-5

f_\ GMPc GMP

oDQ GTP

Figura 12 — Esquema representativo das a¢0es postuladas de farmacos que
atuam na via do oxido nitrico. nNOS, eNOS, iNOS, éxido nitrico sintase neuronal,
endotelial e induzivel, respectivamente. GC, guanilato ciclase. GTP, trifosfato de
guanosina. GMPc, monofosfato ciclico de guanosina. GMP, monofosfato de

guanosina.

3.3 Vias de administra¢ao das drogas

3.3.1 Administragao Intraplantar

Para analise a nivel periférico, as drogas utilizadas foram administradas por via

intraplantar (i.pl.), a qual consiste em uma injecdo subcutanea na superficie plantar da

pata posterior do camundongo, utilizando-se uma agulha com dimensdes de 8,0 x 0,3

mm (Figura 13). Em todos os experimentos foi utilizada a pata posterior direita dos

animais, com excec¢do do protocolo utilizado para excluir a possibilidade de um efeito

ndo local, em que foram utilizadas ambas as patas posteriores.
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Figura 13 - Injecdo subcutdnea na superficie plantar da pata posterior do

camundongo (administracdo intraplantar).

3.3.2 Administragao Intracerebroventricular

Para anadlise a nivel central, as drogas utilizadas foram administradas por via
intracerebroventricular (i.c.v.). A escolha dessa via tem como intuito investigar o
envolvimento supramedular dos mediadores envolvidos na antinocicep¢ao induzida
pelo resveratrol. Para tanto, foi previamente realizada uma neurocirurgia
estereotdxica, a qual é utilizada quando se deseja atuar especificamente sobre uma
determinada estrutura encefalica.

A cirurgia foi realizada com auxilio de um aparelho estereotéaxico (STOELTING®,
EUA). Os camundongos foram previamente anestesiados com cloridrato de ketamina
10% (Dopalen, Vetbrands, Brasil) na dose de 50 mg/Kg e cloridrato de xilazina 2%
(Dopaser, Calier, Brasil) na dose de 5 mg/Kg, injetados por via intraperitoneal (i.p.).
Imediatamente apds estarem anestesiados, foi realizada uma tricotomia da regido

superior da cabeca, a qual, por sua vez, foi posicionada e fixada no estereotdxico por
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meio de duas barras auriculares. Apds a assepsia da pele com solugdo contendo alcool
iodado, foi realizada uma incisdo longitudinal na pele e tecido subcutaneo, expondo-
se, assim, a regidao da calota craniana. A torre do estereotdxico foi colocada em posicao
vertical (angulacdo zero) e a cabeca do animal ajustada até que os pontos bregma e
lambda da calota fiquem nivelados. O ponto de introducdo das canulas-guia (10 mm,
confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas de aco inoxiddvel [25 x 7 mm BD,
Brasil]), direcionadas para o ventriculo lateral direito, foi determinado a partir do
bregma levando em consideracdo as coordenadas estereotaxicas obtidas em um atlas
(Paxinos e Watson, 2013), as quais sdao: +0,5 mm posterior ao bregma; +1,0 mm lateral
ao bregma; e -1,8 mm inferior ao topo do cranio. Apds a localizacdo do ponto de
insercao, foi realizada a trepana¢dao da calota craniana com o auxilio de uma broca
odontoldgica esférica acoplada a um motor de baixa rotacao. Por esse orificio, foram
introduzidas as canulas-guia e, entdo, fixadas ao cranio do animal através de resina
acrilica de uso odontolégico e de pequenos parafusos de ago inox, os quais foram
fixados na calota craniana previamente as leituras das coordenadas estereotaxicas.
Apds a completa fixagao das canulas-guia, a torre do estereotaxico é removida e, com
o objetivo de evitar a obstrucao das canulas, é introduzido nas mesmas um mandril de
aco inoxidavel (15 mm). Logo apds o processo cirurgico, os animais receberam uma
injecdo intramuscular de pentabidtico veterindrio (Fort Dodge, Brasil) na dose de
18.000 UI/Kg, a fim de se minimizar eventuais danos infecciosos no tecido neural.

Um periodo de cinco a sete dias foi dado entre a realizacdo da cirurgia e os
experimentos comportamentais a fim de que os animais tivessem tempo para uma
recuperacdo pos-cirurgica adequada. As drogas e seus respectivos veiculos diluentes

foram injetados no ventriculo lateral direito, em um volume de 2 pL. Para a
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administragdo foi utilizada uma seringa de precisdao (HAMILTON®, EUA) de 10 L,
conectada a um tubo polietileno de 10 cm (PE-10) e a uma agulha injetora (3 cm)

(Figura 14).

Figura 14 - (A) animal apds realizagdo de cirurgia estereotaxica, ainda com o mandril de a¢o

inoxidavel no interior da canula, a fim de evitar a obstru¢gdo da mesma. (B) canula guia
conectada a agulha injetora associada a um tubo polietileno de 10 cm (PE-10). (C)
administragdo intracerebroventricular realizada com o auxilio de uma seringa de precisdo

(HAMILTON®, EUA) de 10 pL.
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3.4 Teste algesimétrico

Para realizar a medida da hiperalgesia, foi utilizado o método de retirada de
pata submetida a compressdo, com a finalidade de medir o limiar nociceptivo ao
estimulo mecanico. Originalmente descrito para ratos (Randall e Selitto, 1957) e
posteriormente adaptado para camundongos (Kawabata, Nishimura e Takagi, 1992).

No teste, o animal (camundongo Swiss macho, n = 5 por grupo) é
cuidadosamente mantido em posicdo horizontal sobre a bancada, por uma das maos
do experimentador, enquanto a superficie plantar da pata a ser testada é colocada sob

a parte compressora do aparelho algesimétrico (Ugo Basile, Itdlia) (Figura 15).

Figura 15 - Camundongo sendo submetido ao teste de retirada de pata.

A parte compressora do aparelho consiste em duas superficies, sendo uma
plana, sobre a qual se coloca a pata do animal, e outra c6nica, com uma area de 1,75
mm? na extremidade, por meio da qual é aplicada uma pressdo na superficie plantar da
pata do camundongo. A intensidade da pressdo aplicada aumenta a uma taxa

constante de 16 g/s, mediante o acionamento de um pedal pelo experimentador. Ao
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observar a resposta reflexa nociceptiva do animal, padronizada como retirada da pata,
o experimentador desaciona o pedal, interrompendo assim o aumento da pressao
imposta a pata, sendo que o ultimo valor, correspondente ao limiar nociceptivo, fica
indicado na escala do aparelho e expresso em gramas (g). O valor de 160 g foi usado

como valor de corte para reduzir a possibilidade de causar uma lesdo na pata dos

camundongos (Figura 16).

Figura 16 - Parte compressora do aparelho (Ugo Basile, Italia) utilizado para medir o

limiar de resposta ao estimulo mecanico aplicado na pata de camundongos.

3.4.1 Resposta do animal

O aprendizado para a medida do limiar nociceptivo na pata do camundongo,
consiste no treinamento do experimentador para detectar o momento em que o
animal percebe o estimulo como sendo doloroso e desenvolve uma reacdo. E
considerado como resposta o instante inicial dessa rea¢gdao. Nesse momento, observa-

se um reflexo de retirada da pata, também chamado de reflexo nociceptivo ou reflexo
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flexor. Este reflexo é caracterizado pela retirada de um membro do corpo frente a
estimulos dolorosos. Isso ocorre gragas a integracdo, na medula, de neur6nios
nociceptivos com neur6nios motores, por meio de neurbnios de associagao
(interneurdnios). Tais interneurdnios podem ser de carater excitatério ou inibitério,

gerando uma consequente excitacdo (contracdo) de musculos flexores ou inibicdo

(relaxamento) de musculos extensores (Figura 17) (Longmore, Hill e Hargreaves, 2011).

Estimulo Pele
Nocivo \ Ganglio .
da Raiz Fibra Raiz
Dorsal Aferente Dorsal
— [0 &7 e

Raiz
Ventral

Fibra
Eferente

Figura 17 - Representagdo esquematica do reflexo de retirada frente ao estimulo nocivo.
Estimulos nocivos aplicados a regides inervadas por neurdnios sensoriais nociceptivos
periféricos provoca a ativacdo dos mesmos. Dentro do corno dorsal da medula espinhal,
esses neurdnios sensoriais nociceptivos ativados fazem conexdes com interneurdnios e

motoneurdnios, gerando respostas musculares e mediando a resposta reflexa de retirada

(Santuz, 2018).

E importante ressaltar que o animal é ambientalizado ao aparelho no dia que
antecede o teste, sendo submetido a mesma situacao que sera vivenciada no dia do
experimento. A pata do animal é pressionada pelo aparelho trés vezes, até que o

mesmo ndo manifeste mais uma reacdo de fuga. Esse procedimento é muito
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importante, pois permite uma melhor observacdo da resposta nociceptiva do animal,
evitando uma reagdo aversiva simplesmente devido a situagdao estranha imposta ao

mesmo.

3.4.2 Medida do limiar nociceptivo, hiperalgesia e antinocicepgao

O limiar nociceptivo é definido como a pressao, aplicada a pata do animal, em
que o mesmo apresenta o reflexo de retirada da pata submetida a compressdo. O
limiar basal de cada animal foi determinado antes da administracdo do agente
hiperalgésico. Os limiares foram sempre medidos trés vezes, observando um intervalo
minimo de 10 segundos entre cada medida, sendo o resultado final a média dessas
medidas.

Para avaliacdo de um possivel efeito antinociceptivo periférico ou central do
resveratrol, foi realizado o acompanhamento temporal do limiar nociceptivo dos
animais, em funcdo da acdo desta substancia natural frente ao efeito hiperalgésico
induzido pela carragenina. Considerando a hiperalgesia como uma diminui¢cdo do
limiar nociceptivo, nos demais experimentos sua intensidade foi avaliada pela
diferenca (A) do limiar nociceptivo obtido no inicio do experimento (valor basal), antes
de qualquer injecdo (tempo zero), em relacdo ao limiar medido apds 3 h da injecdo
intraplantar de carragenina (tempo em que se observa efeito maximo deste agente
hiperalgésico).

Se antes ou durante o desenvolvimento da hiperalgesia induzida pela
carragenina for administrado um farmaco com ac¢do antinociceptiva, sera verificada
uma reducdo da intensidade de hiperalgesia, ou seja, uma diminuicdo do A do limiar

nociceptivo. Do mesmo modo, farmacos com capacidade de interferir na acdo desses
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agentes antinociceptivos tendem a reverter esse efeito, ou seja, restaurar o A a valores

proximos aqueles obtidos quando se administra somente o agente hiperalgésico.

3.4.3 Procedimento experimental

Para verificagdo do envolvimento das vias analgésicas enddgenas na atividade
antinociceptiva do resveratrol, o mesmo foi injetado 15 minutos (via intraplantar) ou
10 minutos (via intracerebroventricular) antes da terceira hora apds a injecao
intraplantar de carragenina (200 pg/pata). Tais tempos de administracdo foram
definidos conforme os resultados obtidos na analise temporal da atividade
antinociceptiva do resveratrol. De tal maneira que, os picos de acdo do agente
hiperalgésico (carragenina) e da substancia antinociceptiva sob estudo (resveratrol)

coincidissem com o momento da medig¢ao do limiar nociceptivo.

Nas analises a nivel periférico, todas as drogas utilizadas envolvidas na via
opioidérgica (naloxona, clocinnamox, naltrindole, nor-binaltorfimina e bestatina)
foram administradas 30 minutos antes da administracdo do resveratrol. J4 as drogas
envolvidas na via canabinoidérgica (AM251, AM630, VDM11 e MAFP) foram
administradas 10 minutos antes da administracdo do resveratrol. E, por fim, sobre as
drogas com envolvimento na via nitrérgica, L-NOArg e L-NPA foram administrados 30
minutos antes, enquanto que ODQ e Zaprinast foram administrados, respectivamente,
10 e 60 minutos antes da administracdo do resveratrol. Todas as administracdes feitas
para analises periféricas foram via intraplantar. Para a exclusdo do efeito ndo local
(efeito sistémico), o agente hiperalgésico foi administrado em ambas as patas

posteriores dos animais. Enquanto que resveratrol e veiculo foram administrados

57



Materiais e Métodos

somente nas patas direita e esquerda, respectivamente. Em seguida, o limiar
nociceptivo foi mensurado em ambas as patas.

Para realizagdo das anadlises a nivel central, as drogas envolvidas nos trés
sistemas analgésicos avaliados foram administradas, via intracerebroventricular, 1
minuto antes da administracdo, também via intracerebroventricular, do resveratrol.

Todas as doses e o tempo de administracdo dos farmacos supracitados foram
definidos baseando-se em dados da literatura e em estudos prévios realizados em
nosso laboratério (Pacheco et al., 2008; Veloso et al., 2015; Oliveira et al., 2017). A
determinacdo do tempo de laténcia para retirada da pata, antes (basal) ou apds o
estimulo nociceptivo (carragenina), foi medida trés vezes, sendo que a determinacdo

da média desses valores foi considerada como a medida final.

3.5 Andlise da expressao de nNOS pela técnica de Western Blot

15 minutos apds a administracdo intraplantar (100 pg/pata) e 10 minutos apds
a administracdo intracerebroventricular (9 pg/animal) do resveratrol, os camundongos
foram eutanasiados, por deslocamento cervical, e a superficie plantar da pata ou o
mesencéfalo dos mesmos foram coletados. Estes tecidos foram homogeneizados
individualmente em 500 pl de tampdo RIPA (180 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de
TrisHCI, 0,5 mmol/L de EDTA.2Na, 1 mmol/L de MgCl,, 0,3% de Triton X-100, 0,5% de
SDS, pH 7.4), contendo um coquetel de inibidores de protease (SigmaFAST®, Sigma)
mais 20 mmol/L de NaF e 20 mmol/L de PMSF. Posteriormente, os lisados foram
centrifugados a 16000 x g durante 20 minutos a 4°C e o teor de proteina foi
determinado pelo uso do método de Bradford (Bradford, 1976). Quantidades iguais de

proteina (50 pg) foram desnaturadas em tampao de carga a 100°C durante 5 min e
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submetidas a SDS-PAGE usando gel de poliacrilamida a 10%. Em seguida, as proteinas
foram transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno de 0,45 um
(PVDF Immobilon P; Millipore, MA, EUA). As manchas foram bloqueadas a temperatura
ambiente com BSA a 4% em PBS enriquecido com Tween 20 a 0,1% antes da incubacao
com rabbit polyclonal anti-nNOS (diluido 1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA,
EUA; cat. n? SC-5302), mouse monoclonal anti-nNOS Ser852 (diluido 1:1000; Santa
Cruz Biotechnology, Inc., CA, EUA, cat. n2 SC-19826) e anti-B-Actina monoclonal de
rato (diluido 1: 1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Posteriormente, as
manchas foram incubadas durante a noite a 4°C com anticorpo primdrio seguido de
incubacdo com anticorpos secunddrios conjugados com peroxidase de ratreos (HRP)
durante 2 h a temperatura ambiente. Os imunocomplexos foram detectados por
reacdo quimioluminescente (Luminata ™ Forte Western HRP Substrato, Millipore, MA),
seguido de analises densitométricas com o software Imagel) 1.46r (Wayne Rasband,

National Institutes of Health, Bethesda, MD).

3.6 Dosagem de Nitrito pela Reacao de Griess

Os niveis de nitrito foram medidos usando a reacdo de Griess (Green et al.,
1982). 15 minutos apds a administracdo intraplantar (100 pg/pata) ou 10 minutos apds
a administracdo intracerebroventricular (9 pg/animal) do resveratrol, os camundongos
foram eutanasiados, por deslocamento cervical, e a superficie plantar da pata ou o
mesencéfalo dos mesmos foram coletados. Estes tecidos foram homogeneizados
individualmente em 900 pl de solucdo tampdo contendo: Tris-HClI 30 mM, pH 6,8,
EDTA 5 mM, sacarose 250 mM, KCl 30 mM, b-mercaptoetanol a 2%, PMSF (100 pg/ml),

benzamidina (5 pug/ml), aprotinina (2 pug/ml) e leupeptina (2 pg/ml). As amostras foram
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entdo centrifugadas (12000g, 4°C, 15 min). Resumidamente, foram aplicados 100 pl do
sobrenadante a um pocgo de placa de ELISA, seguido por 100 ul de reagente de Griess
(2% [p/v] de sulfanilamida em acido fosférico a 5% [v/v] e 0,2% [p/v]
naftilentilenodiamina) (Figura 18). Apds 10 minutos de desenvolvimento de cor a
temperatura ambiente, a absorvancia foi medida com um leitor de microplacas
(Titertek Multiskan MCC/340; Flow Laboratories, McLean, VA) a um comprimento de
onda de 545 nm. Cada amostra foi ensaiada em pocos triplicados. As curvas de
referéncia padrdo de nitrito foram feitas com nitrito de sédio em agua destilada em
concentracdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 e 1,56 uM. O limite de deteccdo do

ensaio é de = 1,5 umol/litro.

N()E- H-O
HJNOJS@ N, — 1[31&035@ N,
Sulfanilamida NH
O Nl]/\/ B
NED

\
NH,
H:NOES@ N= 1\ NH N

Diazo composto

Figura 18 - Mecanismo da rea¢ao envolvida na dosagem de nitrito [NO,] pelo método de
Griess. O nitrito reage sequencialmente com sulfanilamida e NED (“reagente de Griess”),
gerando um composto (diazo composto) de coloracdo vermelha intensa. NED,

naftilentilenodiamina (Ramos, Cavalheiro e Cavalheiro, 2006).
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3.7 Analise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos foram apresentados como a média * erro padrdo da
média (E.P.M.). Os dados foram submetidos a andlise de variancia one-way ou two-
way seguida pelo pds-teste de Bonferroni para comparacdes multiplas. Foram
considerados estatisticamente significativos valores de P<0.05. As analises estatisticas

foram feitas usando o programa GraphPad Prism 5.
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Resultados

4.1 Administragdes intraplantar ou intracerebroventricular de

by

resveratrol (RES) induzem efeito antinociceptivo frente a hipernocicepgao
inflamatodria induzida por carragenina (CAR) na pata de camundongos

A administracdo intraplantar de resveratrol (RES; 12,5, 25, 50 e 100 pg/pata),
na terceira hora apds a inje¢do de carragenina (CAR, 200 pg/pata), produziu uma
resposta antinociceptiva dependente da dose. O efeito inibitério do RES durou 20
minutos e foi reversivel. O pico de agao foi observado 15 minutos apds a inje¢ao. 12,5
ug/pata de RES ndo induziu efeito antinociceptivo significativo, enquanto que uma
antinocicep¢do maxima foi observada com 100 pg/pata de RES. Apesar da maior dose
de RES quase completamente reverter a hipernocicepcao inflamatdria induzida por
CAR, essa dose sem a presenca do estimulo nociceptivo (CAR) ndo alterou

significativamente o limiar basal nociceptivo (Figura 19).
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Figura 19 - Curva tempo-resposta da administracdo intraplantar de resveratrol (RES) na
hiperalgesia induzida por carragenina (CAR) em camundongos. A resposta antinociceptiva foi
medida pelo teste de compressdo da pata. CAR (200 pg/pata) e RES (12,5, 25, 50 e 100
ug/pata) foram administrados na pata posterior direita nos tempos 0 e 180 min,,
respectivamente. As medi¢des foram feitas a cada 5 min. entre os tempos 180-205 min. e em
240 min. (diagrama sobre o grafico). Cada simbolo representa a média + E.P.M. do limiar
nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P<0,05 em comparagdo com o
grupo CAR 200 pg + Et 0,5%. # P<0,05 comparado ao grupo CAR 200 pg + RES 50 pg. SF 0,9%=
Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5%= Etanol 0,5%.
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Para excluir a possibilidade de efeito antinociceptivo na pata contralateral a
pata que recebeu a injecdo intraplantar de RES, CAR foi administrada no tempo zero
em ambas as patas posteriores e RES (100 ou 200 pg) foi injetado apenas na pata
posterior direita 15 minutos antes da terceira hora apds a administracdo de CAR. As
medidas do limiar nociceptivo de ambas as patas posteriores foram feitas
imediatamente antes e 3h apds a injecdo intraplantar de CAR, em seguida, a diferenca
entre as médias das medidas foi calculada (A do limiar nociceptivo). RES na dose de
100 ug induziu efeito restrito a pata tratada, ndo alterando a hiperalgesia induzida por
CAR na pata contralateral. Diferentemente da dose de 200 pg de RES, a qual induziu
antinocicepc¢do (reducdo no A do limiar nociceptivo) em ambas as patas, mesmo sendo

administrado apenas na pata direita (Figura 20).
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Figura 20 - Exclusdo do efeito antinociceptivo na pata contralateral na administragdo
intraplantar do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de
compressdo da pata. Carragenina (CAR; 200 pg/pata) foi injetada nas duas patas posteriores
no tempo 0. Resveratrol (RES; 100 e 200 ug/pata) e veiculo (etanol 0,5%; 20 ul/pata) foram
injetados nas patas posteriores direita e esquerda, respectivamente, no tempo 165 min. As
medicGes foram feitas em ambas as patas no tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada
coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g) para 5
camundongos por grupo. * P <0,05 comparado ao grupo CAR 200 pg + Et 0,5%. A denota a
diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer inje¢do (tempo zero) e
a média do limiar medido na terceira hora apds a injecdo de CAR. Et 0,5%= Etanol 0,5%.
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A administracdo intracerebroventricular de resveratrol (RES; 1, 3 e 9 pg), na
terceira hora apds a injecdo de carragenina (CAR, 200 pg/pata), também produziu uma
resposta antinociceptiva dependente da dose. O efeito antinociceptivo do RES foi
observado logo apds a sua administracdo e perdurou com intensidade média até 1h
apos a sua administracdo, quando seu efeito se equiparou ao do grupo que recebeu
somente CAR e o veiculo do RES (2 ul de etanol 0,5%). O pico de acdo foi observado 10
minutos apos a inje¢do. RES na dose de 1 pg induziu efeito inibitdrio significativo
somente 10 minutos apds a administracdo, enquanto que uma antinocicep¢do maxima
foi observada com 9 ug de RES. Apesar da maior dose de RES quase completamente
reverter a hipernocicepcao inflamatdria induzida por CAR, essa dose sem a presenca

do estimulo nociceptivo (CAR) ndo alterou com significancia o limiar nociceptivo basal

(Figura 21).
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Figura 21 - Curva tempo-resposta da administragao intracerebroventricular de resveratrol
(RES) na hiperalgesia induzida por carragenina (CAR) em camundongos. A resposta
antinociceptiva foi medida pelo teste de compressio da pata. CAR (200 pg/pata) foi
administrada na pata posterior direita no tempo 0. Resveratrol (RES; 1, 3 e 9 pg) foi
administrado no ventriculo lateral direito no tempo 180 min. As medi¢des foram feitas a cada
5 min. entre os tempos 180-205 min. e em 240 min. (diagrama sobre o grafico). Cada simbolo
representa a média £ E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por
grupo. * P<0,05 em comparacdo com o grupo CAR 200 ug + Et 0,5%. # P<0,05 comparado ao
grupo CAR 200 pg + RES 50 pg. SF 0,9%= Solugao Fisiolégica 0,9%. Et 0,5%= Etanol 0,5%.
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4.2 Avaliacao do envolvimento de receptores opioides na
antinocicepgao central e periférica mediada pelo resveratrol (RES)

A administracdo intraplantar de naloxona (NLX; 25, 50 e 100 pg/pata)
antagonizou a antinocicepcdo periférica induzida pelo RES de maneira dose
dependente (Figura 22). Assim como o antagonista do receptor opioide do tipo y,
clocinnamox (CLOC; 5, 10, 20 e 40 ug/pata), inibiu de forma dependente da dose a
resposta antinociceptiva periférica do RES (Figura 23). Por outro lado, o naltrindole
(NTD; 120 pg/pata) e o nor-binaltorfimina (nBNI; 100 ug/pata), respectivamente,
antagonistas dos receptores opioides do tipo & e k, ndo induziram nenhuma alteragao
significativa na antinocicepcao periférica mediada pelo RES frente a hiperalgesia

induzida pela CAR (200 pg/pata) (Figuras 24 e 25).
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Figura 22 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com naloxona (NLX) na antinocicepgao
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periférica do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de
compressdo da pata. Carragenina (CAR; 200 ug/pata) e resveratrol (RES; 100 ug/pata) foram
administrados na pata posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente. Naloxona
(NLX; 25, 50 e 100 pg/pata) foi administrada no tempo 135 min. Todas as medidas foram feitas
no tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A
do limiar nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relagdo ao
grupo CAR 200 ug + SF 0,9% + Et. 0,5%. # P <0,05 em comparacao ao grupo CAR 200 ug + SF
0,9% + RES 100 pg. A denota a diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de
qualquer injecdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a
injecdo de CAR. SF 0,9%= Solucgdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5%= Etanol 0,5%.
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Figura 23 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com clocinnamox (CLOC) na antinocicepgdo
periférica do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da
pata. Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 100 pg/pata) foram administrados na pata
posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente. Clocinnamox (CLOC; 5, 10, 20 e 40
ug/pata) foi administrado no tempo 135 min. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min.
(diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em
gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relagdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% +
Et. 0,5%. # P <0,05 em comparagcdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 100 pg. A denota a
diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero) e a
média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a inje¢do de CAR. SF 0,9%= Solugdo
Fisiolégica 0,9%. Et 0,5%= Etanol 0,5%.
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Figura 24 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com naltrindole (NTD) na antinocicepgdo
periférica do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da
pata. Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 100 pg/pata) foram administrados na pata
posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente. Naltrindole (NTD; 120 ug/pata) foi
administrado no tempo 135 min. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama
sobre o gréfico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g)
para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relagdo ao grupo CAR 200 ug + SF 0,9% + Et. 0,5%.
n.s. = nao significativo. A denota a diferenga entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de
qualquer injecdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a
injecdo de CAR. SF = Solugdo Fisioldgica. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 25 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com nor-binaltorfimina (nBNI) na
antinocicepgdo periférica do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo
teste de compressdo da pata. Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 100 pg/pata)
foram administrados na pata posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente. Nor-
binaltorfimina (nBNI; 100 pg/pata) foi administrado no tempo 135 min. Todas as medidas
foram feitas no tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média +
E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em
relagdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + Et. 0,5%. n.s. = ndo significativo. A denota a diferenca
entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero) e a média
do limiar nociceptivo medido na terceira hora apés a injecdo de CAR. SF 0,9% = Solugdo
Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Os antagonistas de receptores opioides ndo seletivo e seletivo para o receptor
do tipo y, respectivamente, naloxona (NLX; 5 e 2,5 pg) e clocinnamox (CLOC; 2 e 4 pg),
guando administrados por via intracerebroventricular, também inibiram, de forma
dependente da dose, a resposta antinociceptiva central do RES (9 ug) (Figuras 26 e 27).
J4 o antagonista seletivo para o receptor opioide do tipo 6, o naltrindole (NTD; 6 e 12
ug), diferentemente do que foi observado a nivel periférico, foi capaz de reverter a
antinocicepc¢do central induzida pelo RES (9 pg) de maneira dose dependente (Figura
28). Enquanto que a nor-binaltorfimina (nBNI; 20 ug), antagonista seletivo para o
receptor opioide do tipo k, assim como a nivel periférico, ndo induziu centralmente
nenhuma alteracdo significativa na antinocicep¢do mediada pelo RES frente a

hiperalgesia induzida pela CAR (200 ug/pata) (Figura 29).
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Figura 26 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com naloxona (NLX) na antinocicep¢io
central do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressio
da pata. CAR (200 pg/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo 0. Naloxona
(NLX; 2,5 e 5 ug) e resveratrol (RES; 9 ug) foram administrados no ventriculo lateral direito nos
tempos 169 e 170 min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min.
(diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo
em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relacdo ao grupo CAR 200 ug + SF
0,9% + Et. 0,5%. # P <0,05 em comparacdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 9 ug. A denota
a diferenga entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero)
e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a injecdo de CAR. SF 0,9% =
Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 27 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com clocinnamox (CLOC) na antinocicep¢do
central do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo
da pata. CAR (200 ug/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo 0. Clocinnamox
(CLOCG; 2 e 4 pg) e resveratrol (RES; 9 ug) foram administrados no ventriculo lateral direito nos
tempos 169 e 170 min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min.
(diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo
em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relagdo ao grupo CAR 200 ug + SF
0,9% + Et. 0,5%. # P <0,05 em comparagdo ao grupo CAR 200 ug + SF 0,9% + RES 9 ug. A denota
a diferenga entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero)
e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a injecao de CAR. SF 0,9% =
Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 28 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com naltrindole (NTD) na antinocicep¢ao
central do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressio
da pata. CAR (200 pg/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo 0. Naltrindole
(NTD; 6 e 12 pg) e resveratrol (RES; 9 pg) foram administrados no ventriculo lateral direito nos
tempos 169 e 170 min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min.
(diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo
em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relacdo ao grupo CAR 200 ug + SF
0,9% + Et. 0,5%. # P <0,05 em comparacdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 9 ug. A denota
a diferenga entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero)
e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a injecdo de CAR. SF 0,9% =
Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.

CAR nBNI RES Medida
N vy N
| I [ 169 1700 |
0 60’ 120' 180'
— 100~
=2
g
2 751 T __ ] CAR 200 ug + SF 0,9% + Et 0,5%
8 E= CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 9 g
é 504 Bl CAR 200 pg + nBNI 20 pg + RES 9 pg
= E= CAR 200 ug + nBNI 20 pg + Et 0,5%
g n.s. M0 SF 0,9% + nBNI 20 pg + Et 0,5%
= —
8 1 * *
< 5 e M [T

Figura 29 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com nor-binaltorfimina (nBNI) na
antinocicepgao central do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste
de compressdo da pata. CAR (200 pg/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo
0. Nor-binaltorfimina (nBNI; 20 ug) e resveratrol (RES; 9 pg) foram administrados no ventriculo
lateral direito nos tempos 169 e 170 min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no
tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média = E.P.M. do A do
limiar nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relacdo ao
grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + Et. 0,5%. n.s. = ndo significativo. A denota a diferenca entre a
média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero) e a média do limiar
nociceptivo medido na terceira hora apds a inje¢do de CAR. SF 0,9% = Solugao Fisioldgica 0,9%.
Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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4.3 Inibidores da degrada¢ao de opioides enddgenos intensificam a

antinocicepgao central e periférica mediada pelo resveratrol (RES)

Previamente a injecdo intraplantar de RES na sua dose de efeito intermediario
(50 pg/pata), a bestatina (BEST, 200 pg/pata), inibidora da enzima envolvida na
degradacdo de opioides enddgenos (aminopeptidase-N), foi administrada. Utilizou-se
uma baixa dose de bestatina, de tal forma que, quando administrada isoladamente, ela
ndao produziu antinocicepgcao significativa frente a hipernocicepcdao da CAR (200
ug/pata). No entanto, a administracdo da dose intermediaria de RES (50 ug/pata)
induziu uma antinocicep¢do semelhante a antinocicepc¢do induzida pela dose méaxima

de RES (100 pg/pata) (Figura 30).
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Figura 30 - Intensificagdo induzida pelo pré-tratamento com bestatina (BEST) na

antinocicepgdo periférica do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo
teste de compressdo da pata. Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 50 ou 100
ug/pata) foram administrados na pata posterior direita nos tempos 0 e 165 min,,
respectivamente. Bestatina (BEST; 200 pg/pata) foi administrada no tempo 135 min. Todas as
medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a
média = E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P
<0,05 em relagao ao grupo CAR 200 ug + SF 0,9% + Et. 0,5%. # P <0,05 em comparagdo ao
grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 50 pg. n.s. = ndo significativo. A denota a diferenca entre a
média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer inje¢do (tempo zero) e a média do limiar
nociceptivo medido na terceira hora apds a inje¢do de CAR. SF 0,9% = Solugao Fisioldgica 0,9%.
Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Evento similar foi observado a nivel central, a bestatina (BEST), quando
previamente administrada por via intracerebroventricular em baixa dosagem (20 ug),
foi capaz de tornar o efeito antinociceptivo da dose intermediaria de RES (3 ug)

equipardvel ao efeito do RES na sua dose maxima (9 pg) (Figura 31).
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Figura 31 - Intensificagdo induzida pelo pré-tratamento com bestatina (BEST) na
antinocicepgdo central do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste
de compressdo da pata. Carragenina (CAR; 200 ug/pata) foi administrada na pata posterior
direita no tempo 0. BEST (20 ug) e RES (3 ou 9 pg) foram administrados no ventriculo lateral
direito nos tempos 169 e 170 min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo
180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P<0,05 em relagdo ao grupo CAR
200 pg + SF 0,9% + Et. 0,5%. # P<0,05 em comparagdo ao grupo CAR 200 ug + SF 0,9% + RES 3
pg. n.s. = ndo significativo. A denota a diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido
antes de qualquer injegdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira
hora apods a injegdo de CAR. SF 0,9% = Solugao Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.

4.4 Avaliagdo do envolvimento de receptores canabinoides na

antinocicep¢ao central e periférica mediada pelo resveratrol (RES)

Antagonistas seletivos para receptores canabinoides do tipo CB; (AM251) e CB,
(AM630) também foram administrados por via intraplantar previamente a injecdo de
RES (100 pg/pata). AM251 (20, 40 e 80 pg/pata) bloqueou de forma dependente da
dose a antinocicepcgdo periférica induzida pelo RES (Figura 32). Por outro lado, AM630
(100 pg/pata) foi incapaz de reverter o efeito antinociceptivo periférico associado ao
mesmo (Figura 33).
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Figura 32 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com AM251 na antinocicep¢ao periférica do

resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 100 pg/pata) foram administrados na pata
posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente. AM251 (20, 40 e 80 ug/pata) foi
administrada no tempo 155 min. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama
sobre o gréfico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em
gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relagdo ao grupo CAR 200 pg + SF
0,9% + Et. 0,5%. # P <0,05 em comparag¢ao ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 100 pg. A
denota a diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecao
(tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a injecdo de CAR.
SF 0,9% = Solucao Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 33 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com AM630 na antinocicepg¢ao periférica do
resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 100 pg/pata) foram administrados na pata
posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente. AM630 (100 pg/pata) foi
administrada no tempo 155 min. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama
sobre o gréfico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em
gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relagdo ao grupo CAR 200 pg + SF
0,9% + Et. 0,5%. n.s. = ndo significativo. A denota a diferenca entre a média do limiar
nociceptivo obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo
medido na terceira hora apds a injecao de CAR. SF 0,9% = Solugdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% =
Etanol 0,5%.
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Observacbes semelhantes foram constatadas a nivel central, AM251 (2 e 4 pg)
antagonizou o efeito antinociceptivo associado ao resveratrol (RES; 9 ug) administrado
por via intracerebroventricular (Figura 34). Enquanto que o AM630 (2 e 4 pg) nao

induziu nenhuma alteracdo significativa nesse processo (Figura 35).
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Figura 34 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com AM251 na antinocicep¢ao central do
resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
CAR (200 pg/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo 0. AM251 (2 e 4 pg) e
resveratrol (RES; 9 ug) foram administrados no ventriculo lateral direito nos tempos 169 e 170
min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama sobre o
grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g)
para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relacdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + Et.
0,5%. # P <0,05 em comparagdao ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 9 pug. n.s. = ndo
significativo. A denota a diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de
qualquer injecdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a
injecdo de CAR. SF 0,9% = Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 35 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com AM630 na antinocicep¢ao central do
resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
CAR (200 pg/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo 0. AM630 (2 e 4 pug) e
resveratrol (RES; 9 ug) foram administrados no ventriculo lateral direito nos tempos 169 e 170
min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama sobre o
grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g)
para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em relacdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + Et.
0,5%. n.s. = ndo significativo. A denota a diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido
antes de qualquer injecdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira
hora apés a injecao de CAR. SF 0,9% = Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.

4.5 Inibidores da degradacdo e recaptagao de endocanabinoides intensificam
a antinocicepgdo central e periférica mediada pelo resveratrol (RES)

Duas drogas capazes de aumentar o tempo de disponibilidade dos
endocanabinoides foram utilizadas: (i) o MAFP (0,5 pg/pata), inibidor da amida
hidrolase de acido graxo (FAAH, do inglés fatty acid amide hydrolase), enzima com
participacdo na hidrdlise da anandamida (AEA); (ii) e o VDM11 (2,5 ug/pata), inibidor
do transportador membranar de anandamida (AMT). Ambos foram utilizados em
baixas dosagens e quando administradas isoladamente nado induziram efeitos
antinociceptivos significativos. Porém, quando administrados previamente a
administracdo de RES, foi observada uma intensificacdo da antinocicepg¢do associada a
dose intermediaria do mesmo (50 pg/pata), a qual se tornou comparavel a

antinocicepcdo induzida pela sua dose maxima (100 pg/pata) (Figuras 36 e 37).
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Figura 36 - Intensificacdao induzida pelo pré-tratamento com MAFP na antinocicepc¢ao
periférica do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de
compressdo da pata. Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 50 ou 100 pg/pata)
foram administrados na pata posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente.
MAFP (0,5 pg/pata) foi administrado no tempo 155 min. Todas as medidas foram feitas no
tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do
limiar nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. *P<0,05 em rela¢do ao grupo
CAR 200 pg + SF 0,9% + Et. 0,5%. # P<0,05 em comparagao ao grupo CAR 200 ug + SF 0,9% +
RES 50 pg. n.s. = ndo significativo. A denota a diferenga entre a média do limiar nociceptivo
obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na
terceira hora apos a injecao de CAR. SF 0,9% = Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 37 - Intensificagdo induzida pelo pré-tratamento com VDM11 na antinocicepgao
periférica do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de
compressdo da pata. Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 50 ou 100 pg/pata)
foram administrados na pata posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente.
VDM11 (2,5 pg/pata) foi administrado no tempo 155 min. Todas as medidas foram feitas no
tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média = E.P.M. do A do
limiar nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. *P<0,05 em relagdo ao grupo
CAR 200 pg + SF 0,9% + Et. 0,5%. # P<0,05 em comparag¢ao ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% +
RES 50 pg. n.s. = ndo significativo. A denota a diferenca entre a média do limiar nociceptivo
obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na
terceira hora apds a injecdo de CAR. SF 0,9% = Solucgao Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.

76



Resultados

Mais uma vez, resultados analogos foram observados a nivel central, MAFP (0,2
ug) e VDM11 (0,4 pg), quando administrados previamente a injegdo
intracerebroventricular de RES, foram capazes de elevar significativamente a
antinocicepcdo do mesmo em dosagem ndao mdaxima (3 pg), apesar de isoladamente

ndo serem capazes de induzir efeitos antinociceptivos nas doses utilizadas (Figuras 38

e 39).
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Figura 38 - Intensificagao induzida pelo pré-tratamento com MAFP na antinocicepg¢ao central
do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
Carragenina (CAR; 200 pg/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo 0. MAFP
(0,2 pug) e resveratrol (RES; 3 ou 9 pg) foram administrados no ventriculo lateral direito nos
tempos 169 e 170 min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min.
(diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo
em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P<0,05 em relagdo ao grupo CAR 200 pg + SF
0,9% + Et. 0,5%. # P<0,05 em comparagao ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 3 pg. n.s. = ndo
significativo. A denota a diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de
qualquer injecdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a
injecdo de CAR. SF 0,9% = Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 39 - Intensificacdo induzida pelo pré-tratamento com VDM11 na antinocicepgao
central do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressao
da pata. Carragenina (CAR; 200 ug/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo 0.
VDM11 (0,4 ug) e resveratrol (RES; 3 ou 9 pg) foram administrados no ventriculo lateral direito
nos tempos 169 e 170 min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo 180
min. (diagrama sobre o gréfico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P<0,05 em relagcdo ao grupo CAR
200 pg + SF 0,9% + Et. 0,5%. # P<0,05 em comparagdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 3
pg. n.s. = ndo significativo. A denota a diferenga entre a média do limiar nociceptivo obtido
antes de qualquer inje¢cdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira
hora apds a injecao de CAR. SF 0,9% = Solugdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.

4.6 Inibidores da nNOS antagonizam a antinocicep¢ao central e
periférica mediada pelo resveratrol (RES)

O efeito antinociceptivo periférico do RES (100 pg/pata) foi antagonizado pelo
L-NOArg (6, 12 e 24 pg/pata), um inibidor ndo seletivo da éxido nitrico sintase (NOS)
(Figura 40). Similarmente, um inibidor seletivo para NOS do tipo neuronal (nNOS), o L-
NPA (6, 12 e 24 pg/pata) também bloqueou a antinocicepgdo periférica do RES (Figura
41). Além disso, tanto o L-NOArg quanto o L-NPA ndo induziram hipo ou hiperalgesia
por si mesmos (Figuras 40 e 41). A nivel central, resultados similares foram
observados, L-NOArg (1,2 e 2,4 ug) e L-NPA (1,2 e 2,4 ug) reverteram a antinocicepcao
do RES (9 pg) administrado por via intracerebroventricular. Apesar de isoladamente

ndo induzirem nenhum efeito significativo sobre o limiar nociceptivo (Figuras 42 e 43).
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Figura 40 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com L-NOArg na antinocicepgao periférica do
resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 100 pg/pata) foram administrados na pata
posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente. L-NOArg (6, 12 ou 24 pg/pata) foi
administrado no tempo 135 min. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama
sobre o gréfico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em
gramas (g) para 5 camundongos por grupo. *P<0,05 em relacdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9%
+ Et. 0,5%. # P<0,05 em comparacdo ao grupo CAR 200 ug + SF 0,9% + RES 100 pg. A denota a
diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero) e
a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a injecdo de CAR. SF 0,9% =
Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 41 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com L-NPA na antinocicepc¢ao periférica do
resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 100 pg/pata) foram administrados na pata
posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente. L-NPA (6, 12 ou 24 ug/pata) foi
administrado no tempo 135 min. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama
sobre o gréfico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em
gramas (g) para 5 camundongos por grupo. *P<0,05 em relagdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9%
+ Et. 0,5%. # P<0,05 em comparacado ao grupo CAR 200 ug + SF 0,9% + RES 100 pg. A denota a
diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer inje¢cdo (tempo zero) e
a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a injecdo de CAR. SF 0,9% =
Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 42 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com L-NOArg na antinocicep¢ao central do
resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
CAR (200 pg/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo 0. L-NOArg (1,2 ou 2,4
ug) e resveratrol (RES; 9 pg) foram administrados no ventriculo lateral direito nos tempos 169
e 170 min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama
sobre o gréfico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em
gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P<0,05 em relacdo ao grupo CAR 200 ug + SF
0,9% + Et. 0,5%. # P<0,05 em comparacdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 9 pg. A denota
a diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero)
e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a inje¢ao de CAR. SF 0,9% =
Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 43 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com L-NPA na antinocicepgao central do
resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
CAR (200 pg/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo 0. L-NPA (1,2 ou 2,4 pug)
e resveratrol (RES; 9 pug) foram administrados no ventriculo lateral direito nos tempos 169 e
170 min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama sobre
o grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g)
para 5 camundongos por grupo. * P<0,05 em relagdo ao grupo CAR 200 ug + SF 0,9% + Et.
0,5%. # P<0,05 em comparacdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 9 pg. A denota a
diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer inje¢do (tempo zero) e
a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a injecao de CAR. SF 0,9% =
Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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4.7 Inibidores da guanilato ciclase soltivel (GCs) e da fosfodiesterase
(PDE) inibem e intensificam, respectivamente, a antinocicep¢do central e

periférica mediada pelo resveratrol (RES)

O inibidor da guanilato ciclase soluvel (GCs), o ODQ (25, 50 e 100 pg/pata),
preveniu o efeito antinociceptivo periférico do RES (100 pg/pata) de uma maneira
dependente da dose (Figura 44). Além disso, o zaprinast (ZAP), um inibidor da
fosfodiesterase (PDE), quando administrado em dose ndo antinociceptiva (50 pg/pata),
intensificou o efeito antinociceptivo periférico da dose intermedidria de RES (50
ug/pata) (Figura 45). ODQ e zaprinast, nas doses mais altas, ndo apresentaram efeito
quando injetados isoladamente em patas normais ou hiperalgésicas. Observagdes
andlogas foram feitas a nivel central, ODQ (5 e 10 pg) e ZAP (5 ug) antagonizaram e
intensificaram, respectivamente, a antinocicep¢do induzida pelo RES (3 e 9 ug)

administrado diretamente no ventriculo lateral direito (Figuras 46 e 47).
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Figura 44 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com ODQ na antinocicepg¢ao periférica do
resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 100 pg/pata) foram administrados na pata
posterior direita nos tempos 0 e 165 min., respectivamente. ODQ (25, 50 ou 100 pg/pata) foi
administrado no tempo 155 min. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama
sobre o gréfico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em
gramas (g) para 5 camundongos por grupo. *P<0,05 em relagdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9%
+ Et. 0,5%. #P<0,05 em comparacao ao grupo CAR 200 ug + SF 0,9% + RES 100 pg. A denota a
diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecdo (tempo zero) e
a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a injecdo de CAR. SF 0,9% =
Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 45 - Intensificagdo induzida pelo pré-tratamento com zaprinast (ZAP) na

antinocicepgdo periférica do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo
teste de compressdo da pata. Carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 50 ou 100
ug/pata) foram administrados na pata posterior direita nos tempos 0 e 165 min,,
respectivamente. ZAP (50 pg/pata) foi administrado no tempo 120 min. Todas as medidas
foram feitas no tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média +
E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. *P<0,05 em
relagdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + Et. 0,5%. #P<0,05 em comparagao ao grupo CAR 200
pg + SF 0,9% + RES 50 pg. A denota a diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido
antes de qualquer injecdo (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira
hora apods a injegdo de CAR. SF 0,9% = Solugao Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 46 - Efeito induzido pelo pré-tratamento com ODQ na antinocicep¢ao central do
resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste de compressdo da pata.
CAR (200 pg/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo 0. ODQ (5 ou 10 ug) e
resveratrol (RES; 9 pg) foram administrados no ventriculo lateral direito nos tempos 169 e 170
min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no tempo 180 min. (diagrama sobre o
grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g)
para 5 camundongos por grupo. * P<0,05 em relagdo ao grupo CAR 200 ug + SF 0,9% + Et.
0,5%. # P<0,05 em comparacdo ao grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + RES 9 ug. A denota a
diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer inje¢do (tempo zero) e
a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a injecdo de CAR. SF 0,9% =
Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 47 - Intensificagdo induzida pelo pré-tratamento com zaprinast (ZAP) na
antinocicepgdo central do resveratrol (RES). A resposta antinociceptiva foi medida pelo teste
de compressdo da pata. CAR (200 pg/pata) foi administrada na pata posterior direita no tempo
0. Zaprinast (ZAP; 5 ou 10 pg) e resveratrol (RES; 3 ou 9 pg) foram administrados no ventriculo
lateral direito nos tempos 169 e 170 min., respectivamente. Todas as medidas foram feitas no
tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do
limiar nociceptivo em gramas (g) para 5 camundongos por grupo. * P<0,05 em relagdo ao
grupo CAR 200 pg + SF 0,9% + Et. 0,5%. # P<0,05 em comparac¢ao ao grupo CAR 200 ug + SF
0,9% + RES 3 pg. A denota a diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de
qualquer inje¢do (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a
injecdo de CAR. SF 0,9% = Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.

4.8 Avaliagdo da atividade da nNOS e dos niveis nitrito [NO, ] durante a
antinocicepg¢ao central e periférica mediada pelo resveratrol (RES)

A expressao de nNOS total permaneceu a mesma entre todos os grupos
testados. A administracdo intraplantar de resveratrol ou de carragenina ndo alterou a
expressao desse tipo enzimdtico em nenhuma situacdo avaliada (Figura 48).
Entretanto, a injecao de carragenina diminuiu o funcionamento da nNOS, estimulando
o aumento do nivel de fosforilagdo no local de inativacdo da nNOS (Ser852).
Interessantemente, a administracdo de resveratrol impediu a diminuicdo do
funcionamento da nNOS, reduzindo a fosforilacdo da nNOS>¢8>2 (Figura 49). A nivel

Ser852

central também foi observada reducdo da fosforilacdo na nNOS associada ao

resveratrol (Figuras 50 e 51).
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Figura 48 - Andlise por Western-blot da expressdo de nNOS na superficie
plantar da pata posterior de camundongos. Foram administrados por via
intraplantar carragenina (CAR; 200 pug/pata) e resveratrol (RES; 100
ug/pata), ou respectivos veiculos, nos tempos 0 e 165 min,,
respectivamente. As amostras foram coletadas para andlise no tempo 180
min. (diagrama sobre o grafico). Imagens representativas para diferentes
grupos experimentais também estdo localizadas sobre o grafico. Cada
coluna representa a média + E.P.M para 5 camundongos por grupo. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos. Analises estatisticas: ANOVA
unidirecional seguido de pés-teste de Bonferroni. SF 0,9% = Solugdo

Fisiolégica 0,9%. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 49 - Anélise por Western-blot do nivel de fosforilagio da nNOS®**"®*

na superficie plantar da pata posterior de camundongos. Foram
administrados por via intraplantar carragenina (CAR; 200 pg/pata) e
resveratrol (RES; 100 ug/pata), ou respectivos veiculos, nos tempos 0 e 165
min., respectivamente. As amostras foram coletadas para analise no tempo
180 min. (diagrama sobre o grafico). Imagens representativas para
diferentes grupos experimentais também estdo localizadas sobre o gréfico.
Cada coluna representa a média = E.P.M para 5 camundongos por grupo.
* P<0,05 em comparagao com o grupo CAR 200 ug + Et 0,5%. SF 0,9% =
Solugdo Fisioldgica. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 50 - Analise por Western-blot da expressio de nNOS no
mesencéfalo de camundongos. Foram administrados por via intraplantar
carragenina (CAR; 200 ug/pata) e intracerebroventricular resveratrol (RES; 9
ug), ou respectivos veiculos, nos tempos 0 e 170 min., respectivamente. As
amostras foram coletadas para andlise no tempo 180 min. (diagrama sobre
o grafico). Imagens representativas para diferentes grupos experimentais
também estdo localizadas sobre o grafico. Cada coluna representa a média
+ E.P.M para 5 camundongos por grupo. Ndo houve diferenca significativa
entre os grupos. Anadlises estatisticas: ANOVA unidirecional seguido de pds-
teste de Bonferroni. SF 0,9% = Solucdo Fisioldgica 0,9%. Et 0,5% = Etanol

0,5%.
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Figura 51 - Analise por Western-blot do nivel de fosforilagdo da nNOS**"*

no mesencéfalo de camundongos. Foram administrados por via
intraplantar carragenina (CAR; 200ug/pata) e via intracerebroventricular
resveratrol (RES; 9 ug), ou respectivos veiculos, nos tempos 0 e 170 min.,
respectivamente. As amostras foram coletadas para analise no tempo 180
min. (diagrama sobre o grafico). Imagens representativas para diferentes
grupos experimentais também estdo localizadas sobre o grafico. Cada
coluna representa a média + E.P.M para 5 camundongos por grupo.
* P<0,05 em comparagdo com o grupo CAR 200 pg + Et 0,5%. SF 0,9% =
Solugdo Fisioldgica. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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Utilizando a metodologia de Griess (Green et al., 1982), foi possivel detectar
elevagdes significativas, em relagdo aos demais grupos, nos niveis de nitrito (NO;)
presentes em tecidos homogeneizados da superficie plantar da pata e do mesencéfalo,
apés a administragio de RES por via intraplantar (100 pg/pata) ou

intracerebroventricular (9 pg), respectivamente (Figuras 52 e 53).
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Figura 52 - Efeito da inje¢do intraplantar de resveratrol (RES) na concentracdo de
nitrito [NO,] no tecido homogeneizado da superficie plantar da pata. Os niveis de
nitrito foram medidos usando a reacdo de Griess. Foram administrados por via
intraplantar carragenina (CAR; 200 pg/pata) e resveratrol (RES; 100 pg/pata), ou
respectivos veiculos, nos tempos 0 e 165 min., respectivamente. As amostras foram
coletadas para analise no tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna
representa a média + E.P.M para 5 camundongos por grupo. * P<0,05 em
comparagdo com o grupo CAR 200 pg + Et 0,5%. SF 0,9% = Solucdo Fisioldgica. Et
0,5% = Etanol 0,5%.
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Figura 53 - Efeito da injecdo intracerebroventricular de resveratrol (RES) na
concentragdo de nitrito [NO,] no tecido homogeneizado do mesencéfalo. Os
niveis de nitrito foram medidos usando a rea¢do de Griess. Foram administrados
por via intraplantar carragenina (CAR; 200 pug/pata) e por Vvia
intracerebroventricular resveratrol (RES; 9 ug), ou respectivos veiculos, nos
tempos 0 e 170 min., respectivamente. As amostras foram coletadas para analise
no tempo 180 min. (diagrama sobre o grafico). Cada coluna representa a média +
E.P.M para 5 camundongos por grupo. * P <0,05 em comparagdao com o grupo

CAR 200 pg + Et 0,5%. SF 0,9% = Solugdo Fisioldgica. Et 0,5% = Etanol 0,5%.
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As substancias naturais derivadas de plantas tém sido uma alternativa
farmacoldgica para pacientes refratdrios a tratamentos convencionais, incluindo
terapia de dor (Almeida, Navarro e Barbosa-Filho, 2001). Apesar de todo o
desenvolvimento da medicina moderna, 100 compostos derivados de produtos
naturais foram submetidos a ensaios clinicos apenas no final de 2013, indicando que a
natureza ainda é uma fonte vidvel de novos candidatos a farmacos (Mishra e Tiwari,
2011; Butler, Robertson e Cooper, 2014). Entre essas substancias naturais em ensaios
clinicos, encontramos o resveratrol (RES; trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno), um
composto nutracéutico com potencial para se tornar um farmaco multi-alvo. Esse
polifenol ndo flavondide é encontrado em cerca de 70 espécies de plantas e tem sido
amplamente estudado farmacologicamente (Saiko et al., 2008; Tomé-Carneiro et al.,
2013). Estudos em modelos animais atribuiram varias propriedades terapéuticas ao
RES, tais como: (i) anticancerigeno, através da inibicdo de metdstase e angiogénese
(Ganapathy et al., 2010; Lee, Ha e Kim, 2012; He et al., 2017); (ii) anti-hipertensivo,
associado ao relaxamento vascular dependente do endotélio, aumento da atividade de
eNOS e aumento dos niveis de glutationa (Bhatt, Lokhandwala e Banday, 2011; Akar et
al., 2012; Alturfan et al., 2012); (iii) hipolipidémico, possivelmente por regula¢do da
secrecao hepatica de lipoproteinas, metabolismo lipidico hepatico e adipocitico (Jeon,
Lee e Choi, 2014); (iv) anti-inflamatdrio, reduzindo niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6, COX-2 e
iNOS (Inanaga et al., 2009; Gémez-Zorita et al., 2013; Prata et al., 2017); (v) possivel
prolongador do tempo de vida, provavelmente envolvendo a inducdo de SIRT1 (Bhullar
e Hubbard, 2015).

Apesar dos abundantes estudos pré-clinicos e de alguns ensaios clinicos ja em

andamento, muitas questGes relacionadas as ac¢les farmacolégicas do RES
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permanecem incertas. Nesse contexto, a midia e os anuncios comerciais muitas vezes
entram em contraponto com a pesquisa cientifica (Espin, Garcia-Conesa e Tomads-
Barberan, 2007; Vang et al., 2011). Os ensaios clinicos realizados até agora
demonstraram os efeitos cardioprotetores do RES através da melhoria do perfil de
marcadores inflamatdrios (Tomé-Carneiro et al., 2013). Uma vez que a dor é um dos
quatro sinais cardinais de inflamacdo, (Lawrence, Willoughby e Gilroy, 2002) alguns
estudos em animais foram direcionados para as acGes analgésicas do RES (Bertelli et
al., 2008; Bazzo et al., 2013; Wang et al., 2017). Com efeito, diversos estudos in vivo, ja
demonstraram as propriedades analgésicas do RES frente a diferentes estimulos
hiperalgésicos, como por exemplo, a formalina e o glutamato (Granados-Soto,
Arglelles e Ortiz, 2002; Torres-Lépez et al., 2002; Bazzo et al., 2013).

Em nossas andlises experimentais, o agente hiperalgésico utilizado foi a
carragenina (CAR), um polissacarideo altamente sulfatado obtido a partir de algas
vermelhas comestiveis (Rhodophycae), comumente usado como aditivo alimentar
(Necas e Bartosikova, 2013). Quando injetada subcutaneamente, CAR produz
inflamacao local, designada pelos cinco sinais cardinais: hipersensibilidade, eritema,
edema, calor e perda de fungdo (Winter, Risley e Nuss, 1962). A hipernocicepc¢ao
mecanica induzida por CAR na pata de camundongos ja foi detalhadamente descrita
(Cunha et al., 2005), o processo comeca com a acao de duas citocinas principais, fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e quimiocinas derivadas de queratindcitos (KC), sendo
essa Ultima envolvida na liberacdo de aminas simpaticomiméticas. Além disso, tanto
TNF-a como KC estimulam a liberacdo de interleucina 1B (IL-1B), a qual, por sua vez,

estimula a liberacdo de prostaglandinas. A resultante dessa cascata é a sensibilizacdo
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de nociceptores (hipernocicepcao), ou seja, mediadores inflamatorios sdo capazes de
reduzir o limiar de ativacao dos neurdnios nociceptivos (Cunha et al., 2005).

Nossos resultados demonstraram que o RES, quando administrado por via
intracerebroventricular em camundongos, induziu antinocicepc¢ao frente a hiperalgesia
associada a acdo inflamatéria da CAR. Estudos prévios ja demonstraram que a
administracdo sistémica de RES, porém por injecdo intraperitoneal, também foi eficaz
contra a acao hipernociceptiva da CAR (Gentilli et al., 2001; Pham-Marcou et al., 2008).
Além disso, nosso estudo extrapola os dados ja previamente publicados e demonstra
pela primeira vez que a administracdo local e aguda de RES também inibe a
hipernocicepgao induzida por CAR. Considerando a baixa biodisponibilidade
amplamente relatada do RES (Walle, 2011), uma acdo local poderia evitar esse
problema farmacocinético. Outros estudos ja demonstraram o efeito local do RES
frente diferentes estimulos nociceptivos (Granados-Soto, Argielles e Ortiz, 2002;
Torres-Lopez et al., 2002; Bazzo et al., 2013). Além disso, a injecdo local de RES atenua
a alodinia induzida por incisdo cirdrgica em camundongos e fornece alivio na dor
nociceptiva trigeminal em ratos (Tillu et al., 2012; Shimazu et al., 2016), corroborando
nossos resultados.

A administracdo sistémica de RES, em ratos e camundongos, tem sido
relacionada a supressdo da tolerancia a morfina (Han et al., 2014; He et al., 2014), o
gue reduziria o uso de doses cada vez maiores de agonistas opioides para induzir uma
analgesia efetiva, minimizando a possibilidade de efeitos adversos. Por conseguinte,
estudos anteriores demonstraram que a a¢do antinociceptiva de RES administrado por
via intraperitoneal foi revertida pela naloxona, um antagonista ndo seletivo para

receptores opioides (Gupta, Sharma e Briyal, 2004; Kokuba et al, 2017).
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Demonstrando, dessa forma, o envolvimento da via opioide na acdo antinociceptiva do
RES. A fim de aprofundarmos tal estudo, nos propomos a avaliar quais receptores
opidides poderiam estar envolvidos nesse processo. Além disso, nos propomos a
avaliar o possivel envolvimento de agonistas opidides endégenos no efeito
antinociceptivo da substancia em questao.

Em nossos experimentos, pudemos observar que a administracdo intraplantar
ou intracerebroventricular de naloxona em camundongos, realizada previamente ao
tratamento com o RES, administrado pelas mesmas vias, reverteu de maneira dose
dependente a antinocicepcdo associada a essa substancia de origem natural. Dessa
forma, nossas observacdes experimentais sustentam a hipdtese de que a acao
antinociceptiva do RES envolva a ativacdao do sistema opioide, seja a nivel central ou
periférico.

No sistema nervoso central, os receptores opioides sdao expressos no corno
dorsal da medula espinhal e em regides cerebrais diversas, tais como o talamo, cértex
cerebral, substancia cinzenta periaquedutal, medula rostral ventromedial e amigdala
(Mansour A, H e Lewis ME, 1988). Ja a nivel periférico, os receptores opioides podem
ser encontrados em neurdnios sensoriais, macrofagos, neutrdéfilos e queratindcitos
(Stein et al., 1990; Coggeshall, Zhou e Carlton, 1997; Bigliardi et al., 2009). Essa ampla
distribuicdo dos receptores opioides no organismo estda em conformidade com a nossa
proposta de envolvimento do sistema opioide na acdo antinociceptiva do RES
administrado tanto localmente (via intraplantar), quanto centralmente (via
intracerebroventricular).

Os agonistas ou antagonistas opioides podem exercer os seus efeitos por meio

da interacdo com quatro diferentes tipos de receptores opioides acoplados a proteinas
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Gi/o: Mu (p), kappa (k), delta (8) e like-1 (L1), sendo esse ultimo o menos caracterizado.
O sinal de transdugdao cldssico dos receptores opioides estd relacionado a sua
capacidade de modular canais para ions de potassio e calcio, com a conseqliente
hiperpolarizacdo celular e inibicdo da atividade neuronal (Al-Hasani e Bruchas, 2011).
Estudos prévios j& demonstraram o potencial do RES de modular canais para calcio
frente a varias patologias, incluindo condi¢des dolorosas (McCalley et al., 2014; Pan et
al., 2017; Wang et al., 2017). Uma vez que o envolvimento dos receptores opioides foi
observado na acdo antinociceptiva periférica e central induzida pelo RES, nosso
préximo passo foi avaliar a seletividade desse processo.

O papel dos receptores opioides do tipo u, 6 e k foi investigado usando seus
respectivos antagonistas seletivos, todos eles injetados previamente a administragdo
(intraplantar ou intracerebroventricular) de RES. O antagonista seletivo para o
receptor opioide do tipo W, clocinnamox, inibiu de maneira dose dependente a
resposta antinociceptiva periférica e central do RES. O naltrindole, por sua vez, um
antagonista seletivo para receptores opioides do tipo 6, antagonizou a atividade
antinociceptiva do RES somente a nivel central e ndo a nivel periférico. E, por fim, a
nor-binaltorfimina, um antagonista seletivo para receptores opioides do tipo K, ndo
antagonizou a antinocicep¢ao do RES, nem periférica e nem centralmente. No entanto,
todas essas drogas, nas mesmas doses, conseguiram reverter a a¢do antinociceptiva
periférica de outras substancias analgésicas em um modelo experimental similar
(Pacheco, Romero e Duarte, 2014; Veloso et al., 2014; Pacheco et al., 2016; Ferreira et
al., 2017). Nossos resultados sugerem a participacao dos receptores opioides p e & no
efeito antinociceptivo central do RES e somente participacdo do receptor p na

antinocicepcdo do RES a nivel periférico. Além disso, também pudemos deduzir que
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receptores do tipo k parecem ndo estar envolvidos na antinocicepgdo tanto periférica
guanto central mediada pelo RES.

Um estudo pioneiro relatou a auséncia de propriedades analgésicas e adictivas
da morfina em ratos knockout para receptores |, evidenciando o papel-chave desse
receptor tanto nos efeitos desejdveis (analgésicos) quanto nos efeitos indesejaveis
(efeitos adversos) dos opioides. As propriedades analgésicas associadas aos receptores
do tipo W, j4 amplamente relatadas (Labuz et al., 2007), sustentam fortemente nossas
observacgdes sobre o envolvimento desse tipo especifico de receptor na antinocicepcao
via RES.

Em relacdo ao envolvimento de receptores do tipo & na antinocicepcdo do RES
somente a nivel central, a substancia cinzenta periaquedutal (SCP) mesencefalica
contém altas concentra¢des de peptideos opidides enddgenos e receptores opioides
do tipo u e 6 (Yaksh, Al-Rodhan e Jensen, 1988). A ativacdao de qualquer um desses
receptores pode produzir uma antinocicep¢do potente em sitios supraespinhais e
também ativar as vias descendentes modulatdrias da dor (Smith et al., 1988; Pavlovic e
Bodnar, 1998), o que suporta anatémica e fisiologicamente os nossos resultados.

Uma vez que o RES ndao pode ser considerado um andlogo estrutural da
morfina, sua interacdo direta com os receptores opioides se torna pouco provavel.
Porém, a acdo antinociceptiva de outros compostos ndo opioides, como clonidina,
celecoxib, quetamina e xilazina também tem sido associada a ativacdo do sistema
opioide (Nakamura e Ferreira, 1988; Franca et al., 2006; Romero, Pacheco e Duarte,
2013; Pacheco, Romero e Duarte, 2014b). Dessa forma, podemos inferir que a
antinocicepcdo do RES via sistema opioide ocorra por meio da ativacdo indireta dos

receptores opioides.
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A modulacdo da dor pelo sistema opioide estd associada a acdo de ligantes
enddgenos, os quais tém sido explorados no desenvolvimento de novas terapias
analgésicas. As drogas capazes de inibir a degradacdo de opioides endégenos tém sido
descritas como analgésicas (Ballantyne e Sullivan, 2017; Donvito et al., 2018). Nesse
contexto, avaliamos o envolvimento de opioides enddgenos na antinocicepc¢ao
periférica e central do RES, um potencial indutor da ativacdo de receptores opioides,
de acordo com nossos resultados anteriormente descritos. Para isso, nds utilizamos a
bestatina, um inibidor da aminopeptidase-N, enzima envolvida na degradacdo de
opioides enddgenos. A dose utilizada foi sub-terapéutica, de tal forma que, a bestatina
ndo induziu efeito por si sé. No entanto, a administracdo da dose intermedidria do RES,
apos a injecdo da bestatina, induziu uma antinocicep¢dao semelhante a antinocicepcao
induzida pela dose maxima de RES, sugerindo o envolvimento de opioides enddgenos
na antinocicepc¢ao central e periférica do RES.

Trés tipos peptidicos principais de opioides enddgenos ja foram identificados
até o momento, a B-endorfina, as encefalinas e as dinorfinas, as quais se ligam com
maior afinidade aos receptores opioides do tipo U, 6 e k, respectivamente (Akil et al.,
1997). Uma vez que, em nossos resultados, a antinocicepcao periférica do RES foi
associada ao receptor opioide do tipo p, mas ndo do tipo 6 ou K, nés podemos sugerir
gue o opioide enddgeno envolvido na acdo antinociceptiva periférica do RES seja a B-
endorfina. J& a nivel central, uma vez que foi evidenciado experimentalmente o
envolvimento de receptores opioides do tipo p e §, de acordo com os dados descritos
na literatura, pode-se pressupor que centralmente haja ndo somente o envolvimento

da B-endorfina, mas também das encefalinas.
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Uma hipotese de como o RES estaria induzindo a liberacdo de opioides
endogenos, seria por intermédio de receptores estrogénicos membranares. A
estrutura quimica do RES é similar a estrutura de um agonista estrégeno sintético, o
dietilestilbestrol (Gehm et al., 1997). Corroborando tal analogia estrutural, estudos
prévios tém sugerido a interacdo direta do RES com receptores estrogénicos (Kopp,
1998; Bowers et al., 2000). Dessa forma, o RES é capaz de gerar respostas similares aos
estrégenos enddgenos, podendo ser considerado um fitoestrégeno. Adicionalmente,
numerosos trabalhos tém relatado evidéncias de uma possivel interacdo dos
estrégenos com o sistema opioide (Smith et al., 2006). Receptores de estrogeno ja
foram detectados em células nervosas imunorreativas para B-endorfina (Lehman e
Karsch, 1993). Niveis de dinorfina aumentam gradualmente por toda a medula
espinhal a medida que o periodo gestacional de ratas da linhagem Sprague-Drawley
progride (Medina, Dawson-Basoa e Gintzler, 1993). Ratas ovariectomizadas tratadas
com estrégeno tiveram seus niveis de leu-encefalina aumentados e receptores de
estrégeno do tipo B ja foram co-localizados em terminais nervosos onde havia
marcacao de leu-encefalinas (Torres-Reveron et al., 2008). Adicionalmente, na mesma
espécie animal, os niveis de leu-encefalina e dinorfina do tipo B foram
significativamente menores durante periodos com baixos niveis de estrégeno
circulante (diestro), quando comparado a periodos em que os niveis estrogénicos sdo
maiores (proesto e estro) (Roman et al., 2006). Por outro lado, mulheres com baixos
niveis de estradiol demonstram uma menor capacidade de ativar o sistema opioide
enddgeno frente ao estimulo doloroso (Zubieta et al., 2002), evidenciando assim uma

clara interacdo entre os estrégenos e o sistema opioide.
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Apesar da sinalizacdo cldssica dos estrégenos envolver receptores nucleares e
modulag¢do de transcrigdes génicas, o que evidentemente nao seria passivel de ocorrer
de forma rapida, uma sinalizagao estrogénica alternativa tem sido bem caracterizada.
Tal sinalizagao é capaz de gerar efeitos ndao gendmicos, desencadeados dentro de
segundos ou minutos. Esses efeitos rdpidos também podem ser mediados pelos
receptores estrogénicos classicos (o ou B), porém, quando os mesmos se encontram
na membrana plasmatica e ndo no nucleo (Levin, 2009). Uma vez ativados, os
receptores de estrdgenos associados a membrana podem gerar elevacdo nos niveis
intracelulares de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), aumento do influxo de
calcio e ativagao de enzimas, como a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e a proteina
quinase B (PKB ou AKT) (Irnaten, Blanchard-Gutton e Harvey, 2008; Levin, 2009). Nesse
contexto, sugerimos que o RES talvez possa induzir a liberagdo de opioides endégenos
por meio de interacdo prévia com os receptores estrogénicos do tipo membranares.

Ainda em rela¢do ao sistema opioidérgico, diversos estudos tém sugerido que o
mesmo, quando ativado, pode levar a ativacao do sistema canabinoidérgico. Dentre os
quais, podemos citar um estudo desenvolvido em nosso laboratério de pesquisa, o
qgual evidencia a participa¢dao de endocanabinoides e receptores canabinoides do tipo
CB; na antinocicepc¢do central (Pacheco et al., 2009) e periférica (Pacheco et al., 2008)
induzida pela morfina. Além disso, ja foi verificado que a antinocicep¢do induzida pela
morfina e pelo delta-9-tetrahidrocannabinol (AS-THC), administrados
sistematicamente, ndo foi modificada em camundongos knockout para receptores
canabinoides ou opioides, respectivamente (Valverde et al., 2000; Ghozland et al.,
2002). No entanto, a morfina administrada por via intraplantar mostrou um efeito

antinociceptivo reduzido no teste de formalina em animais knockout para receptores
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canabinoides (Desroches et al., 2014). Adicionalmente, varios estudos relatam o
envolvimento de receptores opioides do tipo W e 8, na a¢do antinociceptiva do A°-THC
em animais de tipo selvagem (Welch, 1993; Smith, Welch e Martin, 1994; Reche,
Fuentes e Ruiz-Gayo, 1996b, 1996a).

O sistema opioide parece estar relacionado tanto funcionalmente, quanto
anatomicamente, com o sistema canabinoide (Desroches e Beaulieu, 2010), o qual
consiste em pelo menos dois receptores canabinoides ja bem caracterizados,
receptores canabinoides tipo 1 e 2 (CB; e CB,), seus respectivos ligantes e compostos
relacionados a sintese, recaptacdo e degradacdo desses ligantes. Receptores
canabinoides do tipo CB; sdo expressos principalmente no sistema nervoso central e
periférico (Herkenham et al., 1991), enquanto que o receptor canabinoide do tipo CB,
é encontrado principalmente em células imunolégicas periféricas e cerebrais (Galiegue
et al.,, 1995; Benito et al., 2008). Assim como os receptores opioides, receptores
canabinoides s3o receptores acoplados a proteina Gj,. Além disso, os receptores
opioides e canabinoides compartilham propriedades similares de transducado de sinal,
além de induzir efeitos bioldgicos por vezes semelhantes, incluindo a analgesia
(Desroches e Beaulieu, 2010).

Dessa forma, uma vez ja relatado o envolvimento do sistema opioidérgico na
antinocicepgao induzida pelo RES e considerando as evidéncias cientificas sobre a
existéncia de wuma possivel interacdo entre os sistemas opioidérgico e
canabinoidérgico, nos propomos a avaliar também o envolvimento da via
canabinoidérgica no efeito antinociceptivo do produto natural em questao.

Com o propésito de analisar o envolvimento dos receptores canabinoides na

acdo antinociceptiva do RES, nds utilizamos o AM251 e o AM630, antagonistas

100



Discussao

seletivos para receptores canabinoides do tipo CB; e CB,, respectivamente. AM251
inibiu de forma dose dependente a antinocicepgdo periférica e central do RES.
Diferentemente do AM630, o qual ndo reverteu o efeito antinociceptivo do RES nem
periférica nem centralmente. Por outro lado, quando utilizado na mesma dosagem,
AM®630 foi capaz de reverter a antinocicep¢do induzida pela palmitoletanolamina (PEA)
(Romero et al., 2013). Sendo assim, nossos dados sugerem o envolvimento do receptor
CB,, mas ndo do receptor CB,, na antinocicepc¢ao periférica e central do RES.

Estudos prévios ja descreveram a co-localizacdo anatobmica de receptores
opioides u e receptores canabinoides CB; em neurénios do corno dorsal da medula
espinhal, um importante local de transmissdo sindptica dos nociceptores periféricos
(Hohmann, Briley e Herkenham, 1999; Salio et al., 2001). Além disso, a forma de
heterodimero funcional p/CB; ja foi relatada (Hojo et al., 2008), suportando
anatomicamente nossa hipétese de que o RES seja capaz de ativar tanto receptores
opioides quanto receptores canabinoides, provavelmente de forma indireta,
considerando sua estrutura molecular ndo analoga da morfina.

Supondo a também possivel ativacao indireta de receptores canabinoides pelo
RES e considerando a existéncia de agonistas canabinoides enddégenos (Di Marzo,
Bifulco e Petrocellis, 2004), decidiu-se verificar o envolvimento de endocanabinoides
na antinocicep¢do via RES. Para isso utilizou-se como ferramenta farmacoldgica o
VMD11 e o MAFP, respectivamente, um inibidor do transportador membranar de
anandamida (AMT) e um inibidor da amida hidrolase de acido graxo (FAAH, do inglés
fatty acid amide hydrolase), enzima envolvida na hidrdlise da anandamida. Tanto o

VDM11, quanto o MAFP, quando utilizados em sub-doses, intensificaram o efeito de
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doses intermediarias do RES, tanto a nivel central quanto a nivel periférico, o que nos
aponta para o provavel envolvimento de endocanabinoides nesse processo.

Os dois agonistas endocanabinoides mais bem estudados sdo a anandamida
(AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), o primeiro se liga preferencialmente ao
receptor canabinoide CB; e o ultimo parece ativar tanto CB; quanto CB, (Di Marzo,
Bifulco e Petrocellis, 2004). Uma vez que encontramos evidéncias do envolvimento de
receptores do tipo CB; no efeito antinociceptivo periférico e central do RES, tanto AEA
como 2-AG poderiam estar envolvidos. Um estudo anterior demonstrou que o RES,
guando administrado de forma sistémica e crénica, aumentou os niveis de AEA e 2-AG
em diferentes regides do cérebro em ratos (Hassanzadeh et al., 2016). Dessa forma,
nossos dados sugerem que talvez essa acao possa ser extrapolada também a nivel
periférico. Além disso, nosso grupo de pesquisa sugeriu previamente o envolvimento
de endocanabinoides na antinocicepcdo periférica induzida por agonistas opioides
seletivos para o receptor do tipo u em camundongos (Pacheco et al., 2008).

Trabalhos realizados em nosso laboratério também demonstraram o
envolvimento da via L-arginina/NO/GMPc e ativacdo de canais para potassio sensiveis
ao ATP (Katp) no mecanismo antinociceptivo periférico de agonistas de receptores
opidides (Rodrigues e Duarte, 2000; Pacheco et al., 2005) e dos endocanabinoides
anandamida (AEA) (Reis et al., 2009) e palmitoiletanolamida (PEA) (Romero e Duarte,
2012; Romero et al., 2012) no modelo de hiperalgesia mecanica induzida pela injecdo
intraplantar de prostagladina (PGE,). Além disso, o mecanismo analgésico da morfina
tem sido relatado como fosfatidilinositol-3-quinase gama/proteina quinase B
(P13Ky/AKT) dependente, podendo induzir ativacdo de dxido nitrico sintase (NOS) e

conseqliente producdo de NO (Cunha et al., 2010). Dessa forma, dada a possivel
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interacdo entre os sistemas opioidérgico e canabinoidérgico com o sistema nitrérgico,
e uma vez que nossos dados evidenciaram a participacdo de opioides enddgenos e
endocanabinoides na antinocicep¢do tanto central, quanto periférica do RES, nos
propomos a analisar se o sistema nitrérgico também ndo estaria envolvido nesse
processo.

A descoberta da via L-arginina/NO/GMPc (Knowles et al., 1989), em 1989,
trouxe implicacbes para a compreensdo de mecanismos envolvidos em diversas areas
bioldgicas e indicou um novo potencial terapéutico para varias doencas, incluindo
aquelas de carater doloroso. Varios estudos tém demonstrado que o NO pode induzir
analgesia e mediar a acdo de compostos analgésicos, tais como agonistas opioides,
anti-inflamatdérios ndo esteroidais e produtos naturais (Reis e Rocha, 2007; Cunha et
al., 2010; Veloso et al., 2015).

A producgdo de 6xido nitrico no organismo se da por meio da acdao de um tipo
enzimatico especifico, a éxido nitrico sintase (NOS). Com o propdsito de avaliar a
participacdo dessa enzima na agdo do RES, um inibidor ndo seletivo da NOS foi
administrado previamente a inje¢ao intraplantar ou intracerebroventricular do RES e
foi observado que o bloqueio da NOS preveniu a antinocicep¢ao tanto periférica
guanto central do RES, sugerindo o envolvimento desse tipo enzimatico no efeito
antinociceptivo associado ao RES. Em células de mamiferos, a familia enzimatica da
NOS pode ser composta por pelo menos trés tipos distintos de isoenzimas, a isoforma |
ou NOS neuronal (nNOS), a isoforma Il ou NOS induzivel (iNOS) e a isoforma Il ou
endotelial (eNOS) (Chaitoff, Patel e Ally, 2008). Estudos prévios tém demonstrado a
localizacdo tanto periférica, quanto central das NO sintases (Forstermann, Boissel e

Kleinert, 1998; Freire et al., 2009; Forstermann e Sessa, 2012). Além disso, varios
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trabalhos académicos ja relataram a associacdo da NOS do tipo neuronal com
processos analgésicos (Cunha et al., 2010; Costa et al., 2014; Galdino, Duarte e Perez,
2015). Portanto, para elucidar se a isoforma neuronal da NO sintase estaria envolvida
na antinocicepg¢do do RES, utilizamos um inibidor seletivo para este tipo enzimatico, o
L-NPA, o qual bloqueou a antinocicepcao periférica e central do RES. De acordo com os
resultados, sugerimos que o RES, quando administrado perifericamente ou
centralmente, ativa a nNOS, a qual, uma vez ativada, induz a producao de NO.

Como proposto por Moncada em 1988 (Moncada, Radomski e Palmer, 1988), o
NO derivado da L-arginina promove a ativagao da enzima guanilato ciclase soluvel
(GCs), a qual, uma vez ativada, intensifica a conversdo de trifosfato de guanosina (GTP)
em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), resultando em um aumento dos niveis
de GMPc intracelular. Esse segundo mensageiro, em niveis elevados, tem sido
associado a efeitos analgésicos (Duarte, Lorenzetti e Ferreira, 1990; Duarte et al.,
1992; Romero e Duarte, 2009). Portanto, utilizamos um inibidor da GCs, o ODQ, para
avaliar o envolvimento do GMPc na antinocicep¢do central e periférica de RES. A
inibicdo da GCs impediu, centralmente e perifericamente, o efeito antinociceptivo do
RES, sugerindo que o GMPc esteja envolvido nesse processo.

O nucleotideo GMPc é rapidamente degradado por uma fosfodiesterase
especifica, dessa maneira, sua a¢do ocorre em um periodo limitado de tempo
(Rybalkin et al., 2002). Substancias que inibem a fosfodiesterase especifica para GMPc
podem prevenir a degradacdo do mesmo, prolongando assim seus efeitos (Duarte e
Ferreira, 1992). Nesse contexto, utilizamos um inibidor da fosfodiesterase GMPc
especifica, o zaprinaste, para avaliar o envolvimento do GMPc na antinocicepcao

central e periférica do RES. A inibicdo da fosfodiesterase potencializou os efeitos
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antinociceptivos de RES em dose intermediaria, sugerindo que os niveis de GMPc
sejam relevantes para este fim.

A ligacdo entre a via L-arginina/NO/GMPc e a ativacdo dos canais para potassio
(K*) na antinocicepc¢do central e periférica tem sido estabelecida (Rodrigues e Duarte,
2000; Soares e Duarte, 2001; Ortiz et al., 2006; Hernandez-Pacheco et al., 2008). Em
concordancia a esses dados, estudos anteriores ja demonstraram que o RES é capaz de
abrir canais para K" ativados por Ca," de alta e de baixa condutancia (Granados-Soto,
Arglelles e Ortiz, 2002), corroborando nossa hipdtese anterior de que o RES induz
antinocicepc¢do de forma NO dependente.

A degradacdo in vivo do NO resulta em dois produtos principais, os ions nitrito
(NO;) e nitrato (NO3") (Gladwin et al., 2005; Lundberg et al., 2009). Por outro lado, em
sistemas aquosos puros, a degradacdo de NO gera primariamente NO,™ (Ignarro et al.,
1993). Dessa forma, a medida dos niveis de nitrito € uma boa medida indireta dos
niveis de NO. No presente estudo, verificamos que as inje¢des intraplantar ou
intracerebroventricular de RES induziram um leve aumento detectavel pela técnica de
Griess nos niveis teciduais de nitrito. Adicionalmente, pela técnica de Western Blotting,
foi possivel observar que o RES induziu reducao da fosforilagdo do sitio de inativagao
Ser852 da nNOS, tanto periférica quanto centralmente, ou seja, houve desinibicao
dessa isoforma enzimatica. Esses dados corroboram a nossa hipétese de que o RES
induz antinocicepg¢do, em locais periféricos e centrais, através da producdo de baixos

niveis de NO resultante da ativacdo moderada da nNOS.
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Em conclusdo, de acordo com os resultados discutidos acima, sugerimos a
seguinte hipdtese para explicar os mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo do
RES: uma vez administrado, o RES seria capaz de interagir diretamente com receptores
membranares de estrégeno (Bowers et al., 2000), presentes nas células neuronais
tanto periféricas (Papka et al., 2001), quanto centrais (VanderHorst, Gustafsson e
Ulfhake, 2005), essa interacdo estimularia a liberacdo de opioides enddgenos, os quais,
por sua vez, levariam a ativacdo de receptores opioides (1L e §). Uma vez que o
receptor opioide é ativado, subsequentemente poderia haver ativacdo de receptores
canabinoides (CB4), com envolvimento de endocanabinoides (AEA e/ou 2-AG), levando
em conta que esses dois sistemas analgésicos parecem estar anatOmica e
funcionalmente interligados (Hojo et al., 2008; Bushlin, Rozenfeld e Devi, 2010;
Desroches e Beaulieu, 2010; Desroches et al., 2014). Além disso, a estimula¢do do
sistema opioide enddégeno induzida pelo RES, via receptor estrogénico, também
poderia ocasionar a ativacdo da éxido nitrico sintase do tipo neuronal (nNOS), a qual
iniciaria a ativacdo da via L-arginina/NO/GMPc (Cunha et al., 2010). Sugerimos que
esse aumento dos niveis de GMPc poderia induzir a antinocicep¢dao provavelmente
pela ativacio de canais para K', evento também j& associado aos efeitos do RES
(Granados-Soto, Arglelles e Ortiz, 2002), que levaria a um processo de
hiperpolarizagao celular e consequente diminuigao da transmissdo do sinal nociceptivo

(Figura 54).
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Figura 54 - Representacdo esquematica dos supostos mecanismos envolvidos na atividade
antinociceptiva do resveratrol. (1) Interacdo da molécula de resveratrol com o receptor
estrogénico (RE) do tipo membranar. (2) Liberacdo de opioides endégenos (B-endorfina e/ou
encefalinas) e endocanabinoides (AEA e/ou 2-AG). (3) Ativacdo de receptores opioides (i1 e/ou
8) e receptores canabinoides (CB;). (4) Ativacdo da 6xido nitrico sintase do tipo neuronal
(nNOS), iniciando a via L-arginina/NO/GMPc. (5) Ativacdo de canais para K* e inibi¢do de canais
para Ca’*. (6) Redugdo da liberacdo de neurotransmissores. RE, receptor de estrégeno (do tipo
membranar). W, receptor opioide do tipo p. CB4, receptor canabinoide do tipo CB;. &, receptor
opioide do tipo 8. nNOS, d6xido nitrico sintase neuronal. NO, dxido nitrico. GCs, guanilato

ciclase soluvel. GMPc, monofosfato ciclico de guanosina.

Nossos dados suportam uma possibilidade futura de usar o resveratrol como
analgésico, como por exemplo, na forma de adesivos transdérmicos, conforme alguns
grupos de pesquisa vém realizando estudos (Negi et al., 2017). No entanto, reiteramos
a necessidade de mais estudos com tais orientacdes. O presente estudo amplia o
conhecimento atual sobre os mecanismos analgésicos do resveratrol, contribuindo
para a busca de terapias mais eficazes e financeiramente acessiveis, as quais possam

beneficiar pacientes que sofrem com dores refratdrias aos tratamentos convencionais.
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ABSTRACT

Despite all the development of modern medicine, around 100 compounds derived from natural products were undergoing clinical trials only at the end of 2013.
Among these natural substances in clinical trials, we found the resveratrol (RES), a pharmacological multi-target drug. RES analgesic properties have been de-
monstrated, although the bases of these mechanisms have not been fully elucidated. The aim of this study was to evaluate the involvement of opioid and cannabinoid
systems in RES-induced peripheral antinociception. Paw withdrawal method was used and hyperalgesia was induced by carrageenan (200 pg/paw). All drugs were
given by intraplantar injection in male Swiss mice (n = 5). RES (100 ug/paw) administered in the right hind paw induced local antinociception that was antagonized
by naloxone, non-selective opioid receptor and cloci HOR selective antagonist. Naltrindole and nor-binaltorfimine, selective antagonists for SOR
and kOR, respectively, did not reverse RES-induced peripheral antinociception. CB, R antagonist AM251, but not CB,R antagonist AM630, antagonized RES-induced
peripheral antinociception. Peripheral antinociception of RES intermediate-dose (50 pg/paw) was increased by: (i) bestatin, inhibitor of endogenous opioid de-
gradation involved-enzymes; (ii) MAFP, inhibitor of anandamide amidase; (iii) JZL184, inhibitor of 2-arachidonoylglycerol degradation involved-enzyme; (iv)
VDM11, endocannabinoid reuptake inhibitor. Acute and peripheral administration of RES failed to affect the amount of pOR, CB,R and CB;R. Experimental data
suggest that RES induces peripheral antinociception through pOR and CB,R activation by endogenous opioid and endocannabinoid releasing.

1. Introduction Plant-derived natural substances has been appeared as a pharma-

cological alternative for refractory patients to conventional treatments,

Pain is a multifactorial process, being symptomatic of the most di-
verse pathological conditions, which makes pain treatment a complex
medical issue (Apkarian et al., 2005; Brodal, 2017; Garland, 2013). It is
the most commonly reported symptom in medical consultations and it
leads to a multi-billion dollar investment in healthcare worldwide
(Romanelli, 2017; Turk, 2002). Loss of productivity at work due to
painful conditions generate an estimated cost of $61.2 billion per year
in the EUA, where it is calculated that approximately 25 million people
suffer from painful symptoms daily (Nahin, 2015; Stewart, 2003).
Prescription of opioids has been increasing and, along with it, the
concern about adverse effects, misuse and deaths. 28,647 Americans
had opioid overdose-related death only in 2014 (Elsesser and Cegla,
2017; Han et al., 2017; Rudd et al., 2016). Taken together, these data
emphasize that pain management needs to be redirected with the in-
clusion of new pharmacotherapeutic approaches.

including pain therapy (Almeida et al., 2001). Despite all the devel-
opment of modern medicine, 100 compounds derived from natural
products were undergoing clinical trials only at the end of 2013, in-
dicating that nature is still a viable source of new drug candidates
(Butler et al., 2014; Mishra and Tiwari, 2011). Among these natural
substances in clinical trials, we found the resveratrol (trans-3,5,4’-tri-
hydroxystilbene; RES; Fig. 1), a nutraceutical compound with potential
to become a pharmacological multi-target drug. This non-flavonoid
polyphenol is found in about 72 plant species and it has been widely
studied pharmacologically (Saiko et al., 2008; Tomé-Carneiro et al.,
2013). Animal model studies have attributed several therapeutic
properties to RES, such as: (i) anticancer, through the inhibition of
metastasis and angiogenesis (Ganapathy et al., 2010; He et al., 2017;
Lee et al., 2012); (ii) antihypertensive, associated with endothelium-
dependent vascular relaxation, enhanced eNOS activity and increased

* Corresponding author at: Laboratory of Pain and Analgesia, Department of Pharmacology, Institute of Biological Sciences, Federal University of Minas Gerais
(UFMG), Av. Presidente Antdnio Carlos, 6627, Pampulha, 31270-010 Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil.
E-mail address: thiromero@ufmg.br (T.R.L. Romero).

https://doi.org/10.1016/j.taap.2019.02.004

Received 1 June 2018; Received in revised form 7 February 2019; Accepted 8 February 2019
Available online 11 February 2019

0041-008X/ © 2019 Elsevier Inc. All rights reserved.

111




ANEXO II

C.d.C. Oliveira, et al.

OH

HO l N
OH

Fig. 1. Resveratrol chemical structure.

glutathione levels (Akar et al., 2012; Alturfan et al., 2012; Bhatt et al.,
2011); (iii) hypolipidemic, possibly by regulating the hepatic lipopro-
tein/apolipoprotein secretion, hepatic and adipocytic lipid metabolism
(Jeon et al., 2014); (iv) anti-inflammatory, reducing levels of TNFa, IL-
1B, IL-6, COX-2 and iNOS (G6mez-Zorita et al., 2013; Inanaga et al.,
2009; Prata et al., 2017); (v) lifespan prolonger, probably involving the
SIRT1 induction (Bhullar and Hubbard, 2015).

Despite the abundant preclinical studies and ongoing clinical trials,
many issues related to the RES pharmacological actions remain unclear.
In this context, the media and advertisements seem to be moving faster
than the scientific research (Espin et al.,, 2007; Vang et al., 2011).
Clinical trials conducted so far have shown the RES cardioprotective
effects through the improvement of inflammatory marker profile
(Tomé-Carneiro et al., 2013). Since pain is one of the four cardinal signs
of inflammation (Lawrence et al., 2002), some animal studies have been
directed to the RES analgesic actions (Bazzo et al., 2013; Bertelli et al.,
2008; Wang et al., 2017). It was shown that systemically administered
RES, in rats, induces analgesia with possible involvement of the opioid
system, considering that it has been reversed by naloxone, a nonspecific
opioid antagonist (Gupta et al., 2004; Kokuba et al., 2017). In addition,
one study demonstrated that intraperitoneally injected RES, also in rats,
increases brain levels of endocannabinoids, suggesting a potential for
treatment of neuropsychiatric disorders (Hassanzadeh et al., 2016). A
major drawback to RES therapy is its rapid intestinal metabolism; the
term “resveratrol paradox” was even created, referring to the antag-
onism between high bioactivity and low bioavailability (Azorin-Ortuno
et al,, 2011). Given these circumstances, we propose further evaluating
the involvement of opioid pathway and analyzing the participation of
endocannabinoids, substances widely reported as analgesics (Savage
et al., 2016), in the peripheral antinociceptive action of locally ad-
ministered RES in mice.

2. Materials and methods
2.1. Animals

9 weeks old male Swiss mice (30-40 g), obtained from the Bioterism
Center of Federal University of Minas Gerais (CEBIO-UFMG), were
used. The mice were housed in standard cages and kept in a tempera-
ture-controlled room (23 + 2°C) with an automatic 12-hour light/
dark cycle (06:00-18:00 h). The tests were performed during the light
phase. Food and tap water were freely provided. Inmediately after the
testing procedures, the animals were euthanized by an intraperitoneal
injection of general anesthetic agents (300 mg/kg of ketamine hydro-
chloride and 15 mg/kg of xylazine hydrochloride, both Sigma-Aldrich,
USA). The experimental protocol was approved by the “Ethics
Committee in Animal Experimentation at the Federal University of
Minas Gerais” in 13/03/2017 (protocol number 278/2016).

2.2. Measurement of hyperalgesia

Hyperalgesia was measured according to the paw pressure test
previously described (Green and Young, 1951; Randall and Selitto,
1957), using an analgesimeter (Ugo-Basile, Italy) with a cone-shaped
paw-presser with a round tip, which applies a linearly increasing force
to the hindpaw. The hyperalgesic agent used was the lambda type

31

Toxicology and Applied Pharmacology 369 (2019) 30-38

carrageenan (CAR, 200ug) administered subcutaneously into the
plantar surface of the hind paw. The nociceptive threshold was defined
as the weight in grams (g) required eliciting the nociceptive response of
paw withdrawal. All the measures were performed three consecutive
times and the average was considered the final value. Hyperalgesia was
considered as the difference between the averages three hours prior to
and after the paw carrageenan injection and expressed in grams (A of
nociceptive threshold). In order to reduce the possibility of paw da-
mage, a cutoff value of 200 g was used.

2.3. Drug administration

All drugs were administered using an injected volume of 20 uL/paw.
Resveratrol (3,4’,5-trihydroxy-trans-stilbene; purity > 99%; Sigma-Aldrich,
USA) was diluted in ethanol 0.5%; whereas hyperalgesic agent carrageenan
(Sigma-Aldrich, USA) was dissolved in aqueous solution of sodium chloride
(NaCl) sterile 0.9% (sterile saline solution). The broad spectrum opioid
antagonist naloxone ([5a]-4,5-Epoxy-3,14-dihydro-17-[2-propenyl]mor-
phinan-6-one; purity > 99%; Tocris Bioscience, UK), the irreversible p an-
tagonist clocinnamox (14f-[p-Chlorocinnamoylamino]-7,8-dihydro-N-cy-
clopropylmethylmorphinone; purity > 99%; Tocris Bioscience, UK), the
selective non-peptide 8 antagonist naltrindole (17-[Cyclopropylmethyl]-6,7-
dehydro-4,5a-epoxy-3,14-dihydroxy-6,7-2,3-indolomorphinan;  purity >
99%; Tocris Bioscience, UK), the k selective antagonist nor-binaltorphimine
(17,17~(Dicyclopropylmethyl)-6,6",7,7"-6,6"-imino- 7,7"-binorphinan-
3,4,14,14'-tetrol; purity > 98%; Tocris Bioscience, UK) and the amino-
peptidase inhibitor bestatin (N-[(2S,3R)-3-Amino-2-hydroxy-1-oxo-4-phe-
nylbutyl]-L-leucine; purity > 99%; Tocris Bioscience, UK) were also dis-
solved in sterile saline solution. The CB, cannabinoid antagonist AM251 (N-
[Piperidin-1-yl]-5-[4-iodophenyl]-1-[2,4-dichlorophenyl]-4-methyl-1H-pyr-
azole-3-carboxamide; purity > 99%; Tocris Bioscience, UK) and the CB,
cannabinoid antagonist AM630 (6-lodo-2-methyl-1-[2-{4-morpholinyl}
ethyl]-1H-indol-3-yl [4-ethoxyphenyl] methanone; purity > 98%; Tocris
Bioscience, UK) were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) 10%. MAFP
([52,82,11Z,14Z)-5,8,11,14-eicosatetraenyl-methyl ester  phosphono-
fluoridic acid; purity > 98%; Tocris Bioscience, UK), a selective inhibitor of
fatty acid amide hydrolase (FAAH), enzyme responsible for anandamide
hydrolysis, was dissolved in ethanol 3%. JZL184 (4-[Bis{1,3-benzodioxol-5-
yl}hydroxymethyl]-1-piperidinecarboxylic ~ acid  4-nitrophenyl  ester;
purity > 98%; Tocris Bioscience, UK), a selective inhibitor of mono-
acylglycerol lipase (MAGL), enzyme responsible for 2-arachidonyl glycerol
(2-AG) hydrolyses, was dissolved in DMSO 10%. VDM11 ([5Z,8Z,11Z,14Z]-
N-[4-Hydroxy-2-methylphenyl]-5,8,11,14-eicosatetraenamide; purity >
98%; Tocris Bioscience, UK), a selective inhibitor of the anandamide
membrane transporter, was dissolved in Tocrisolve™ 10%.

2.4. Experimental protocol

Carrageenan was administered in the right hind paw and the mea-
surements were performed immediately prior to and 180 min after
carrageenan intraplantar injection. Resveratrol (RES) was administered
165 min after the carrageenan administration (except for the time-re-
sponse curve protocol, in which RES was administered at 180 min.
time). The opioid drugs naloxone, clocinnamox, naltrindole, nor-bi-
naltorphimine and bestatin were administered 30 min prior to the ad-
ministration of RES. The cannabinoid drugs AM630, AM251, MAFP,
JZ1L184 and VDM11 were administered 10 min prior to the RES in-
traplantar injection. In the protocol used to determine whether RES was
acting in the central nervous system or the contralateral paw, carra-
geenan was injected into both hind paws, whereas RES and vehicle
were administered into the right and left hind paws, respectively, and
the nociceptive threshold was measured in both hind paws. Protocols
concerning the time of administration and dose of each drug used in
this study were obtained through pilot experiments and literature data
(Ferreira et al., 2017; Oliveira et al., 2017; Pacheco et al., 2008; Veloso
et al., 2014).
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2.5. Western blotting analysis

Following RES stimulation, performed as mentioned above, the
animals were sacrificed, by cervical dislocation, and the plantar sur-
faces of the mouse paws were collected. These tissues were individually
homogenized in 500 uL of RIPA buffer (180 mmol/L NaCl, 50 mmol/L
TrisHCl, 0.5 mmol/L EDTA.2Na, 1 mmol/L MgCl,, 0.3% Triton X-100,
0.5% SDS; pH?7.4), containing a cocktail of protease inhibitors
(SigmaFAST®; Sigma) plus 20 mmol/L NaF and 20 mmol/L PMSF.
Thereafter, lysates were centrifuged at 16000 X g for 20 min 4 °C and
protein content was determined by the use of Bradford method
[Bradford, 1976]. Equal amounts of protein (50 ug) were denatured in
the loading buffer at 100 °C for 5 min and subjected to SDS-PAGE using
10% polyacrylamide gel. Proteins were transferred onto a 0.45pum
polyvinylidene fluoride membrane (PVDF; Immobilon P; Millipore, MA,
USA). Blots were blocked at room temperature with 4% BSA in PBS
enriched with 0.1% Tween 20 prior to incubation with rabbit poly-
clonal anti-pOR (diluted 1:1000; Abcam/ab10275, Cambridge, MA),
rabbit polyclonal anti-CB4R (diluted 1:1000; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), rabbit polyclonal anti-CB,R (diluted 1:1000; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), mouse monoclonal anti-GAPDH
(diluted 1:1000; Novus Biologicals, Littleton, CO) and mouse mono-
clonal anti B-Actin (diluted 1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA). Blots were incubated overnight at 4 °C with primary anti-
body followed by incubation with horseradish peroxidase (HRP)-con-
jugated secondary antibodies for 2.5h at room temperature.
Immunocomplexes were detected by chemiluminescent reaction
(Luminata™ Forte Western HRP Substrate, Millipore, MA) followed by
densitometric analyses with software ImageJ 1.46r (Wayne Rasband,
National Institutes of Health, Bethesda, MD).

2.6. Statistical analysis

Graph Pad Prism 5.0 Software® was used to analyze the data by
analysis of variance (ANOVA) with the Bonferroni post-test. All results
were expressed as mean *+ S.E.M. Statistically significance was set at
P < .05.

3. Results

Intraplantar administration of RES (12.5, 25, 50 and 100 ug/paw),
at the third hour after injection of carrageenan (CAR, 200 pg/paw),
dose-dependently produced an antinociceptive response. RES inhibitory
effect lasted for 20 min and it was reversible. The peak of activity was
observed 15 min after RES injection. 12.5 pg/paw RES dose induced no
effect, whereas a maximum antinociception was noticed by the 100 ug/
paw. Despite highest RES dose almost completely reversed the CAR-
induced inflammatory hypernociception, this dose without the presence
of the nociceptive stimulus (CAR) did not alter significantly the basal
nociceptive threshold (Fig. 2). To exclude possible systemic effects, CAR
was administered at time zero into both hind paws and RES (100 or
200 pg) was injected only in the right hind paw 15 min prior to the third
hour following CAR administration. Nociceptive threshold measure-
ments of both hind paws were made immediately prior to and 3 h after
CAR intraplantar injection and then the difference between measure
averages was calculated (A of nociceptive threshold). RES at dose of
100 pg induced effect restricted to the treated paw, not altering the
CAR-induced hyperalgesia in the contralateral paw, indicating that, at
this dose, RES is effective only locally. Differently from 200 ug RES
dose, which induced antinociception in both paws, even administered
in only one (Fig. 3).

The intraplantar administration of naloxone (NLX; 25, 50, and
100 pg/paw) antagonized the RES-induced peripheral antinociception
in a dosage-dependent manner (Fig. 4A). The pOR antagonist clo-
cinnamox (CLOC; 5, 10, 20 and 40 pg/paw) dose-dependently inhibited
RES peripheral antinociceptive response (Fig. 4B). Differently from
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Fig. 2. Time-response curve of intraplantar administration of resveratrol (RES)
in carrageenan (CAR) induced hyperalgesia in mice. Antinociceptive response
was measured by the paw pressure test. CAR (200 pg/paw) and RES (12.5, 25,
50 and 100 ug/paw) were administered in the right hind paw at 0 and 180 min.,
respectively. Measurements were made at 5 min. Intervals of time 180-205 and
240min. (diagram upon the graph). Each symbol represents the
mean * S.E.M. of nociceptive threshold measuring in grams (g) for 5 mice per
group. * P < .05 compared to CAR 200ug + VEH 2 group. # P < .05 com-
pared to CAR 200pug + RES 50pug group. VEH (Vehicle) 1 = Saline. VEH
2 = Ethanol 0.5%.
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Fig. 3. Exclusion of outside paw antinociceptive effect in the resveratrol (RES)
intraplantar administration. Antinociceptive response was measured by the paw
pressure test. Carrageenan (CAR; 200 ug/paw) was injected into the both hind
paws at the zero time. RES (100 and 200 pg/paw) and vehicle for RES (ethanol
0.5%; 20 pL/paw) were injected into the right and left hind paws, respectively,
at 165 min. Time. Measurements were made in both paws at 180 min. Time
(diagram upon the graph). Each column represents the mean * S.E.M. of A
nociceptive threshold measuring in grams (g) for 5 mice per group.
(+) = positive (drug injection). (—) = negative (vehicle injection). * P < .05
compared to CAR 200 pug + (—) group. A denotes the difference between the
nociceptive threshold mean obtained prior to any injection (time zero) and the
threshold average measured in the third hour following the CAR injection.

naltrindole (NTD; 120pg/paw) and nor-binaltorphimine (nBNI;
100 pg/paw), respectively, SOR and kOR antagonists, which did not
block the RES peripheral antinociception (Fig. 4C and D). We also used
CB;R (AM251) and CB,R (AM630) selective antagonists, both ad-
ministered prior to RES injection. AM251 (20, 40 and 80 ug/paw) dose-
dependently blocked the RES peripheral antinociception (Fig. 5A).
Differently, from AM630 (100 ug/paw), that was unable to reverse the
RES peripheral antinociceptive effect (Fig. 5B).

Four drugs that can increase the availability of endogenous opioid
or endocannabinoids were used: (i) bestatin (100 pg/paw; Fig. 6A), an
inhibitor of aminopeptidase-N, endogenous opioid degradation in-
volved-enzyme; (ii) MAFP (0.5 ug/paw; Fig. 6B), an inhibitor of the
fatty acid amide hydrolase (FAAH), enzyme involved in hydrolysis of
the endocannabinoid anandamide (AEA); (iii) JZL184 (4pg/paw;
Fig. 6C), an inhibitor of monoacylglycerol lipase (MAGL), enzyme in-
volved in degradation of the endocannabinoid 2-arachidonoylglycerol
(2-AG); (iv) and VDM11 (2.5pg/paw; Fig. 6D), an endocannabinoid
uptake inhibitor. All of them were used in low dosages, in such a way
that when administered alone did not produce intense antinociception
against the CAR hypernociception. However, RES intermediate-dose
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Fig. 4. Effects induced by pretreatment with naloxone (A), clocinnamox (B), naltrindole (C) and nor-binaltorphimine (D) in the peripheral antinociception of
resveratrol (RES). Antinociceptive response was measured by the paw pressure test. Carrageenan (CAR; 200 pg/paw) and RES (100 ug/paw) were administered in the
right hind paws, at 0 and 165 min., respectively. Naloxone (NLX; 25, 50 and 100 pg/paw), clocinnamox (CLOC; 5, 10, 20 and 40 ug/paw), naltrindole (NTD; 120 pg/
paw) and nor-binaltorphimine (nBNI; 100 ug/paw) were administered at 135 min. Time. All measurements were made at 180 min. Time (diagram upon the graph).
Each column represents the mean + S.E.M. of A nociceptive threshold measuring in grams (g) for 5 mice per group. (+) = positive (drug injection). (—) = negative
(vehicle injection). * P < .05 compared to CAR + (—) + (—) group. *P < .05 compared to CAR + (—) + RES group. n.s. = non-significant. CAR, NLX, CLOC,
NTD and nNBI vehicles = saline; RES vehicle = ethanol 0.5%. A denotes the difference between the nociceptive threshold mean obtained prior to any injection (time
zero) and the threshold average measured in the third hour following the CAR injection.

administration (50 pg/paw), following injections of these four drugs at the performance of two main cytokines, tumor necrosis factor alpha
low doses, induced an antinociception similar to the antinociception (TNF-a) and keratinocyte-derived chemokine (KC), the latter being
induced by the RES maximal dose (100 pg/paw). Finally, we evaluated involved in the release of sympathomimetic amines. In addition, both

the expression of pOR, CB;R and CB,R against the RES peripheral an- TNF-a and KC stimulate the release of interleukin 1f (IL-1p), which, in
tinociceptive effect. RES failed to affect the regulation of pOR (Fig. 7A), turn, stimulates the release of prostaglandins. The resultant of this
CB;R (Fig. 7B) and CB,R (Fig. 7C), according to our assessment at the cascade is nociceptor sensitization (hypernociception) (Cunha et al.,
paw peripheral tissue of CAR intraplantar-injected mice. 2005). Previous studies have shown that systemically administered RES
(intraperitoneal injection) was effective against the CAR hypernoci-
ceptive action (Gentilli et al., 2001; Pham-Marcou et al., 2008). Our

4. Discussion study extrapolates these data and demonstrates for the first time that

" P . local and acute administration of RES also inhibits CAR-induced hy-
4'1: Re.svert.nrol (RES) Uftmp lantar injection xrlduces P eripheral pernociception. Considering the widely reported low bioavailability of
ananoczc.epaw.: ejjfeCt‘j" the carrag duced infl Y RES (Walle, 2011), a local action could avoid this pharmacokinetic
hypernociception in mice paw problem. Other studies have already demonstrated the RES local effect

. . X . against different nociceptive stimuli, such as formalin and glutamate
Carrageenan (CAR) is a highly sulfated polysaccharide obtained (Bazzo et al., 2013; Granados-Soto et al., 2002; Torres-Lépez et al.,

f;.of'" edible '_-ed s;eaw?edsk(Rbodophycae)icomnl;only used las .fo?d ag' 2002), besides that, RES local injection attenuates incision-induced
itive (Mesas:and Bartostkeva,,2013). When subcutancously injected, allodynia in mice and provides relief of trigeminal nociceptive pain in

GAR prOdEl?e_s local inﬂammati_on, designated by the 5 Car_dinal signs: rats (Shimazu et al., 2016; Tillu et al., 2012), supporting our data.
hypersensitivity, redness, swelling, heat and loss of function (Winter

et al., 1962). CAR-induced mechanical hypernociception in mice paw
was previously described (Cunha et al., 2005), the process begins with
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Fig. 5. Effects induced by pretreatment with AM251 (A) and AM630 (B) in the peripheral antinociception of resveratrol (RES). Antinociceptive response was
measured by the paw pressure test. Carrageenan (CAR; 200 pg/paw) and RES (100 pug/paw) were administered in the right hind paws, at 0 and 165 min., respectively.
AM251 (20, 40 and 80 pg/paw) and AM630 (100 pg/paw) were administered at 155 min. All measurements were made at 180 min. Time (diagram upon the graph).
Each column represents the mean + S.E.M. of A nociceptive threshold measuring in grams (g) for 5 mice per group. (+) = positive (drug injection). (—) = negative
(vehicle injection). * P < .05 compared to CAR + (—) + (—) group. *p < .05 compared to CAR + (—) + RES group. n.s. = non-significant. CAR vehicle = Saline;
AM251 and AM630 vehicles = DMSO 10%; RES vehicle = ethanol 0.5%. A denotes the difference between the nociceptive threshold mean obtained prior to any
injection (time zero) and the threshold average measured in the third hour following the CAR injection.
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Fig. 6. Bestatin (A), MAFP (B), JZL184 (C) and VDM11 (D) increase the peripheral antinociception mediated by intermediate-dose of resveratrol (RES).
Antinociceptive response was measured by the paw pressure test. Carrageenan (CAR; 200 ug/paw) and RES (50 pg/paw) were administered in the right hind paws, at
0 and 165 min., respectively. Bestatin (BEST; 100 pg/paw) was administered at 135 min. MAFP (0.5 ug/paw), JZL184 (4 ug/paw) and VDM11 (2.5 pug/paw) were
administered at 155 min. All measurements were made at 180 min. Time (diagram upon the graph). Each column represents the mean + S.E.M. of A nociceptive
threshold measuring in grams (g) for 5 mice per group. (+) = positive (drug injection). (—) = negative (vehicle injection). * P < .05 compared to CAR +
(=) + (=) group. P < .05 compared to CAR + (—) + RES 50 ug/paw group. n.s. = non-significant. CAR and BEST vehicles = saline. RES, MAFP, JZL184 and
VDM11 vehicles = ethanol 0.5%, ethanol 3%, DMSO 10% and Tocrisolve™ 10%, respectively.
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Fig. 7. Effects of resveratrol (RES) intraplantar administration on expression of pOR (A), CB,R (B) and CB,R (C) in mice paw, assessed by Western Blotting.
Representative images for different experimental groups are located under the graph. Each column represents the mean of five animals and the vertical lines show the

SEM. n.s.

4.2. [OR antagonist, but not SOR or kOR antagonists, inhibits the peripheral
antinociception mediated by resveratrol (RES)

The systemic administration of RES, in mice and rats, has been re-
lated to suppression of morphine tolerance (Han et al., 2014; He et al.,
2014), which would reduce the use of increasingly large doses to elicit
effective analgesia, minimizing the possibility of adverse effects. Ac-
cordingly, previous studies have shown that the antinociceptive action
of systemically administered RES is reversed by naloxone, a non-se-
lective opioid antagonist (Gupta et al., 2004; Kokuba et al., 2017). In
the central nervous system, opioid receptors are expressed in the dorsal
horn of the spinal cord and subcortical regions of the brain, as the
thalamus, cerebral cortex, periaqueductal grey, rostral ventromedial
medulla and amygdale (Mansour et al., 1988). At the peripheral level,
opioid receptors are expressed in sensory neurons, macrophages, neu-
trophils and keratinocytes (Bigliardi et al., 2009; Coggeshall et al.,
1997; Stein et al., 1990). Since the opioid system is widely distributed
both centrally and peripherally, we propose to evaluate whether locally
administered RES also has opioid system involvement. The intraplantar
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non-significant. Statistical analyses: One-Way ANOVA followed by Bonferroni post-test. VEH (Vehicle) = Ethanol 0.5%.

administration of naloxone antagonized the RES-induced peripheral
antinociception in a dosage-dependent manner, evidencing our hy-
pothesis that the RES peripheral antinociceptive action involves opioid
system activation as well as the RES central action.

Opioids exert their effects through four types of G; , protein-coupled
opioid receptors (OR): Mu (n)OR, kappa (x)OR, delta (§)OR and like-1
OR(L1), the latter being less characterized. The classical transduction
signal of opioid receptors is related to their ability to modulate po-
tassium and calcium ion channels, with consequent cellular hyperpo-
larization and inhibition of neuronal activity (Al-Hasani and Bruchas,
2011). Previous studies have demonstrated the RES modulatory po-
tential of calcium channels against various pathologies, including
painful conditions (McCalley et al., 2014; Pan et al., 2017; Wang et al.,
2017), supporting our results. Once the involvement of opioid receptors
was observed in the RES-induced peripheral antinociceptive action, the
next step was to evaluate the specificity of this process. The role of pOR,
S8OR and xOR was investigated using their selective antagonists, all
them inject prior to RES (100 pg/paw). The pOR antagonist clo-
cinnamox dose-dependently inhibited RES peripheral antinociceptive
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response. Differently from naltrindole and nor-binaltorphimine, re-
spectively, 8OR and xOR antagonists, which did not block the RES
peripheral antinociception. Nevertheless, these drugs, at the same do-
sages, were able to reverse the peripheral antinociceptive action of
other analgesic substances (Ferreira et al., 2017; Veloso et al., 2014).
Our results suggest the participation of pOR in RES peripheral anti-
nociceptive effect. However, neither 8OR nor the xOR seems to be in-
volved in the peripheral antinociception mediated by RES. A pioneering
study reported the absence of analgesic and addictive properties of
morphine in knockout mice for pOR, evidencing the key role of this
receptor in both the desired and undesirable opioid effects. On the other
hand, in the same study, SOR and xOR did not mediate the major
morphine biological actions in the absence of the pOR (Matthes et al.,
1996). In addition, the peripheral antinociceptive action of non-opioid
compounds, as clonidine and celecoxib, has been associated with the
opioid system activation (Franga et al., 2006; Nakamura and Ferreira,
1988), corroborating the peripheral antinociceptive action of RES, a
non-morphine analogue, through pOR activation.

4.3. CB;R antagonist, but not CB,R antagonist, blocks the peripheral
antinociception mediated by resveratrol (RES)

The opioid system seems to be closely related functionally and
anatomically with the cannabinoid system (Desroches and Beaulieu,
2010), which consists of at least two well-characterized cannabinoid,
type 1 and 2, receptors (CB;R and CB3R), their respective ligands and
ligand-related synthesis, reuptake and degradation compounds. CB4R is
expressed primarily in the central and peripheral nervous system
(Herkenham et al., 1991), while CB,R is found mainly in peripheral and
brain immune cells (Benito et al., 2008; Galiegue et al., 1995). As
opioid receptors, CB;R and CB,R are G;/,-coupled. Besides that, opioid
and cannabinoid receptors share similar signal transduction properties,
as well as induce similar biological effects, including analgesia
(Desroches and Beaulieu, 2010). The antinociception induced by mor-
phine and delta-9-tetrahydrocannabinol (A°-THC), systemically ad-
ministered, were not modified in CB;R or pOR, kOR and 8OR knockout
mice, respectively (Ghozland et al., 2002; Valverde et al., 2000).
However, intra paw morphine showed a reduced antinociceptive effect
in the formalin test in CB;R and CB,R knockout animals (Desroches
et al., 2014). Additionally, in wild-type animals, several studies have
reported the pOR and preferentially kOR, but not SOR, involvement in
the antinociceptive action of A>-THC (Reche et al., 1996a, 1996b; Smith
et al., 1994; Welch, 1993).

Considering the reported opioid-cannabinoid interaction in pain
management (Desroches and Beaulieu, 2010), once our data evidenced
the opioid participation in the RES peripheral antinociception, we
propose to analyze whether the cannabinoid system is also involved in
this process. With this purpose, we used CB;R (AM251) and CB,R
(AM630) selective antagonists, both administered prior to RES injec-
tion. AM251 dose-dependently blocked the RES peripheral anti-
nociception. Differently, from AM630, that was unable to reverse the
RES peripheral antinociceptive effect. On the other hand, in this same
dosage, AM630 reversed the palmitoylethanolamide-induced anti-
nociception (Romero et al., 2013). Our data suggest the CB,R, but not
CB,R, involvement in the RES peripheral antinociception. Previous
studies have described the anatomical co-localization of pOR and CB;R
in neurons from dorsal horn of spinal cord, an important site of synaptic
transmission for peripheral nociceptors (Hohmann et al., 1999; Salio
et al.,, 2001). Furthermore, pOR/CB;R functional heterodimer form has
been reported (Hojo et al., 2008), anatomically supporting our hy-
pothesis that RES acts through pOR and CB;R activation, probably in-
directly considering its nonmorphine-like molecular structure (RES).
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4.4. Inhibitors of endogenous opioid and cannabinoid degradation
potentiate the peripheral antinociception mediated by resveratrol (RES)

Modulation of pain by the opioid and cannabinoid systems is asso-
ciated with the action of endogenous ligands, which have been explored
in the development of novel analgesic therapies. Drugs that inhibit the
reuptake or degradation of endogenous opioids or endocannabinoids
have been described as analgesics (Ballantyne and Sullivan, 2017;
Donvito et al., 2017). Previous studies have reported the association
between the administration of opioid agonists and the increase of en-
docannabinoid levels (Caille et al., 2007). Conversely, the administra-
tion of cannabinoid agonists has also been linked to the increase in
endogenous opioid levels (Valverde et al., 2001). In this context, we
evaluated the endogenous opioid and endocannabinoid involvement in
the peripheral antinociception of RES. Our results showed that bestatin,
MAFP, JZL184 and VDM11, in low dosages and when administered
alone did not produce intense antinociception against the CAR hy-
pernociception. However, RES intermediate-dose administration
(50 ug/paw), following injections of these four drugs at low doses, in-
duced an antinociception similar to the antinociception induced by the
RES maximal dose (100 pg/paw), suggesting the endogenous opioid
and endocannabinoid involvement in the RES peripheral anti-
nociceptive action.

There are three major endogenous opioid peptides identified so far,
B-endorphin, enkephalins and dynorphins, which bind with higher af-
finity to pOR, 8OR and kOR, respectively (Akil et al., 1997). Since the
RES peripheral antinociception was associated to pOR, but neither SOR
nor the xOR, in our results, the endogenous opioid involved could be
the B-endorphin. Regarding the modulatory cannabinoid system, the
two most well studied endocannabinoids are AEA and 2-AG, the first
one binds preferentially to CB;R and the latter seems to activate both
CB;R and CB,R (Di Marzo et al., 2004). Once we have found evidence
for CB;R involvement in the RES peripheral antinociceptive effect, both
AEA and 2AG may be involved. A previous study reported that sys-
temically administered RES increases both AEA and 2-AG contents in
different brain regions in rats (Hassanzadeh et al., 2016), in this way,
our data suggest that maybe this action can be extrapolated at the
peripheral level. Additionally, our research group previously suggested
the endocannabinoids involvement in the peripheral antinociception
induced by pOR, but neither kOR nor 8OR, agonists in mice (Pacheco
et al., 2008), corroborating our results.

4.5. p-opioid and CB;-cannabinoid peripheral receptors have their
expressions unaltered by intraplantar administration of resveratrol (RES)

In front of all our findings, we evaluated the expression of pOR,
CB;R and CB,R against the RES peripheral antinociceptive effect.
Despite the evidence of non-involvement of the CB,R in peripheral
antinociception of RES, once there was a pharmacological indication of
participation of endocannabinoid 2-AG, an activator of both CB;R and
CB,R, the expression of both cannabinoid receptors was evaluated. RES
failed to affect the regulation of pOR, CB4R and CB,R, according to our
assessment at the paw peripheral tissue of CAR intraplantar-injected
mice. This result can most probably be explained by the fact that RES
was administered acutely, there being no time for significant modula-
tion in the receptor expressions. Possibly a chronic administration
might show different results.

In addition, it is well established that RES is a potent activator of
AMPK (Song et al., 2015). Data from the literature show that AMPK
activators, by themselves, would be potential analgesics, since they
seem to be able to reduce the excitability of nociceptive neuronal cells
(Price et al., 2016). Another study suggests that tolerance to morphine
has relevant microgial participation and the RES, by activating AMPK,
is able to inhibit the action of microglia, reducing tolerance to mor-
phine, and consequently, prolonging the activation of the opioid system
(Han et al., 2014). It has also been reported that the activation of AMPK
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by ghrelin, in peripheral tissues, is abolished by lack of functional CB;
receptor by direct peripheral effect and partly by the central nervous
system, suggesting the existence of a possible ghrelin-CB; cannabinoid
receptor-AMPK pathway (Kola et al., 2013). In this way, the possible
release of endocannabinoids induced by RES, resulting in the activation
of CB; cannabinoid receptor, could contribute to the RES-induced
AMPK activation.

In conclusion, according to the results discussed above, we sug-
gested two hypotheses to explain the mechanisms involved in the per-
ipheral antinociceptive effect of RES: (i) AEA and 2-AG releasing sti-
mulation subsequently causing CB;R activation and leading to the pOR
indirect activation with endogenous opioid involvement; (ii) en-
dogenous opioids releasing stimulation subsequently causing pnOR ac-
tivation and leading to the CB,R indirect activation with AEA and 2-AG
involvement. Our data support a future possibility of using RES as a
topical painkiller, for example, in the form of transdermal pain relievers
containing RES, as some research groups have conducted (Negi et al.,
2017). However, we reiterate the need for further studies with such
guidance.
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