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RESUMO

Os receptores ativados por proliferadores de pgsorios (PPAR) sao fatores de transcricao
regulados por ligantes que controlam a expressadiviesos genes por meio da interacao
direta com sequéncias especificas do DNA. Os aganisiesses receptores foram
originalmente aprovados para o tratamento do degbetellitus tipo 2 e de dislipdemias.
Diversos estudos demonstraram que os agonistaB/Ale,lem adi¢cao aos seus efeitos sobre o
metabolismo de carboidratos e lipideos, apreseatgomas propriedades antiinflamatorias.
Entretanto, muitos desses estudos foram conduzidegro, sendo que os efeitos dessas
drogas em modelos experimentais de nocicepcao,adebre e granuloma ainda nao foram
amplamente investigados. Assim, 0 presente esem® domo objetivo avaliar o efeito da
pioglitazona (agonista PPAjRe do fenofibrato (agonista PP&Rem modelos experimentais
de edema, nocicepcéao, febre e granuloma, de forolatea um conhecimento mais amplo
sobre o potencial efeito antiinflamatorio dessagds. O tratamento agudo com pioglitazona
(50 ou 100 mg/kg, i.p.) ou os tratamentos agudootopgado com fenofibrato (100 ou 300
mg/kg, p.0.) ndo inibiram a resposta nociceptiva induzideo pedlor no modelo de placa
guente em camundongos. De forma semelhante, dtpimyla e o fenofibrato ndo inibiram a
primeira fase da resposta nociceptiva induzidaf@mnaldeido em camundongos. Entretanto,
a segunda fase dessa resposta foi inibida peloreatto agudo com pioglitazona (1, 5 ou 25
mg/kg, i.p.) ou pelo tratamento prolongado com fiamato (100 ou 300 mg/kg.dip,o., sete
dias). O tratamento agudo com pioglitazona (10@m§/kg, i.p.) ou com fenofibrato (100 ou
300 mg/kg, p.0) ndo inibiu a alodinia mecéanica induzida por agenina em ratos.
Entretanto, a fase inicial dessa resposta foi daibpelo tratamento prolongado com
fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.dip,0., sete dias). O tratamento agudo com pioglitaZt@a

25 ou 50 mg/kg, i.p.) e o tratamento agudo (10@@ mg/kg,p.o.) ou prolongado (100 ou
300 mg/kg.diap.o.,, sete dias) com o fenofibrato inibiram o edemapdt induzido por
carragenina em ratos. Embora pioglitazona e feraifiltenham inibido o edema e a alodinia
induzidos por carragenina, os efeitos sobre a®stsp induzidas por PDD, um ativador de
proteina quinase C, ndo foram muito expressivadodinia mecanica induzida pelo PDD em
ratos néao foi inibida por nenhum dos agonistasidiantto, o edema de pata induzido por esse
estimulo inflamatorio foi parcialmente atenuadoogehtamento agudo com pioglitazona (50
mg/kg, i.p.). Em um modelo de uma manifestaca@msista da inflamacao, a resposta febril
induzida por LPS em ratos, observou-se que o tettonagudo ou prolongado com
fenofibrato (100 ou 300 mg/k@,0.) ndo induziu efeito antipirético. Entretanto ratamento
agudo com pioglitazona (10 ou 50 mg/kg, i.p.) auwmera magnitude da resposta febril
induzida por LPS e elevou a temperatura colompiea se O tratamento prolongado com
pioglitazona (10 ou 25 mg/kg.dia, i.p., sete dms)com fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.dia,
p.o., sete dias) n&o inibiu o granuloma induzido paiplante subcutaneo de algodédo em
ratos. Concluindo, os resultados do estudo denmamstjue a pioglitazona e o fenofibrato,
agonistas de PPARe PPARi, respectivamente, apresentam atividades antiruicieee
antiedematogénica em diferentes modelos experimen@s resultados representam a
primeira demonstracdo da atividade antinocicepiamtiedematogénica do fenofibrato e da
pioglitazona e fornecem suporte adicional ao peétnso dos agonistas de PPAR PPAR

no tratamento de diferentes condi¢des inflamatérias

PALAVRAS CHAVES: PPARPPAR) fenofibrato, pioglitazona, nocicep¢ao, edema,
granuloma, febre.



SUMMARY

Peroxisome proliferator activated receptors (PPAR)ligand-regulated transcription factors
that control the expression of many genes by ioterg directly with specific DNA
sequences. The agonists of these receptors wejiaally approved for the treatment of type
2 diabetes mellitus and dislipidemia. Many studiage demonstrated that PPAR agonists, in
addition to their effects on carbohydrate and lipietabolism, present some anti-
inflammatory properties. However, many of theselistsi have been carried aatvitro and
the effects of these drugs in experimental modgisociception, edema, fever e granuloma
have not been fully investigated. Thus, the obyectf the present study was to evaluate the
effect of pioglitazone (PPARagonist) and fenofibrate (PPARagonist) on experimental
models of nociception, edema, fever and granulomayder to obtain a wider knowledge of
the potential anti-inflammatory effect of thesegiuAcute treatment with pioglitazone (50 or
100 mg/kg, i.p.) or acute and prolonged treatmaitt ¥enofibrate (100 or 300 mg/k@,0.)

did not inhibit the nociceptive response inducedhmat in the hot plate model in mice.
Similarly, pioglitazone and fenofibrate did not it the first phase of formaldehyde-induced
nociceptive response in mice. However, the secdrade of this response was inhibited by
treatment with pioglitazone (5 or 25 mg/kg, i.pr)fenofibrate (100 or 300 mg/kg.day, seven
days). Acute treatment with pioglitazone (10 orrb@/kg, i.p.) or fenofibrate (100 or 300
mg/kg, p.o) also did not inhibit mechanical allodynia inddcey carrageenan in rats.
However, the initial phase of this response wagbitéd by the prolonged treatment with
fenofibrate (100 ou 300 mg/kg.day, seven days)t&teatment with pioglitazone (10, 25 or
50 mg/kg, i.p.) and the acute (100 or 300 mgfk@,) or prolonged treatment (100 or 300
mg/kg.day, seven days) with fenofibrate inhibited paw edema induced by carrageenan in
rats. Although pioglitazone and fenofibrate intekitthe edema and allodynia induced by
carrageenan, the effects induced by PDD, a prateiase C activator, were not very
expressive. Mechanical allodynia induced by PDDats was not inhibited by any of the
agonists. However, paw edema induced by carrageeaanpartially reduced by treatment
with pioglitazone (50 mg/kg, i.p.). In the investigpn of the effects of these drugs in a model
of a systemic manifestation of inflammation, therfie response induced by LPS in rats, it
was observed that acute or prolonged treatmentfeitbfibrate (100 or 300 mg/kg,0.) did

not induce an antipyretic effect. On the other hawlite treatment with pioglitazone (10 or
50 mg/kg, i.p.) augmented the magnitude of felmglgponse induced by LPS and increased
the colonic temperaturger se Prolonged treatment with pioglitazone (10 or 2&§/kg.day,
i.p., seven days) or fenofibrate (100 or 300 mglay, p.o., seven days) did not inhibit the
granuloma induced by the subcutaneous implant ttbrcan rats. In conclusion, the results
demonstrate that pioglitazone and fenofibrate, efjaf PPAR and PPAR, respectively,
present antinociceptive and antiedematogenic &giividifferent experimental models. These
results represent the first demonstration of theaciceptive and antiedematogenic activities
of fenofibrate and pioglitazone and give furthepmort to the potential use of these PPAR
agonists in the treatment of different inflammatdiseases.

KEY WORDS: PPAR:, PPARy, fenofibrate, pioglitazone, nociception, edemangtoma,
fever.
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1 INTRODUCAO

7z

A inflamacdo € uma condicdo h& muito conhecida pwlmem, cujos sinais e
sintomas foram inicialmente descritos por Cornellgdsus, que viveu por volta de 30 a.C. a
45 d.C. - Notae vero inflammationas sunt quattuor: rubor whor cum calore et dolote
“Verdadeiramente os sinais da inflamac&o sao quatbmr e inchagdo com calor e dor”, ou
seja, eritema, edema, calor e dor. Em 1858, Rdiothow (1821-1902), um patologista
alemao, acrescentou mais uma manifestacdo a stsséflinctio laesg, a “perda de funcéo”.

Considera-se a inflamacdo uma resposta a uma tesdilual causada por diversos
estimulos quimicos, fisicos e biolégicos, carazéeld por um complexo processo bioquimico
e celular que envolve células do sistema imunotbgcdos vasos sangliineos e varios
mediadores quimicos. O objetivo principal da inflegdio aguda € limitar e remover o agente
causador e reparar o tecido lesado (RANKIN, 2084ua magnitude € importante, pois uma
resposta insuficiente resulta em uma defesa inadieqo que pode levar a infec¢cdo ou ao
cancer, assim como uma resposta exacerbada posir caorbidade e mortalidade, como na
artrite reumatodide, na doenca de Alzheimer, nabatégrose, no diabetes, no choque séptico,
entre outras doencas (TRACEY, 2002).

As respostas vasculares e celulares da inflamagé@daae cronica sdo mediadas por
fatores originarios do plasma ou de células, apéatisacao por diferentes estimulos
inflamatorios. Esses mediadores induzem alterag@@smicroambiente, levando a um
aumento do calibre vascular e do fluxo sanguinessine como a um aumento da
permeabilidade dos capilares e das vénulas, oagudta no extravasamento de liquido rico
em proteinas para o intersticio. Tais alteracdes®@m com o objetivo de permitir o fluxo de
anticorpos ou proteinas de fase aguda para o isftaamatério. O acumulo de proteinas
plasmaticas no intersticio resulta em um aument@réasdo osmotica nesse local. Em
contrapartida, nos vasos, a pressdo osmoética edtzida em relacdo ao intersticio e a
pressdo hidrostética esta elevada devido a vatughla Todas essas alterages contribuem
para o efluxo e o acumulo de liquido no espacastitéal, o que é denominado edema.
Geralmente, associado ao edema, é possivel obseiteama (RYAN & MAJNO, 1977).

Outra alteracao local importante durante a inflaédinagguda € a adeséo de leucocitos
ao endotélio vascular e migracdo dessas células gantersticio. Esse processo envolve
diversas moléculas de adesdo que se ligam aosclasc@ a superficie endotelial, assim

como mediadores quimicos que atraem tais célules @docal da lesdo. As principais
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funcdes desses leucdcitos sdo a fagocitose de iamtestranhos e microorganismos e a

degradacéo de tecido necrosado e de antigenos (GISLLL999).

Os mediadores inflamatorios, além de induzir afféea vasculares que resultam na
formacdo do edema, induzem a ativagdo ou a sema@db de neurbnios sensoriais na
periferia, 0 que pode resultar em dor, alodinia hperalgesia. A dor, definida pela
International Association for the Study of Pagnuma experiéncia desagradavel que envolve
aspectos sensoriais, emocionais e cognitivos, gstassociada a uma lesdo real ou potencial.
A alodinia é a dor induzida por estimulos que emdg@es normais ndo provocam dor,
enquanto a hiperalgesia é a dor mais intensa iddymr um estimulo que originalmente é
doloroso. Os neurdnios sensoriais de diametro réduznielinizados (A) ou nédo (C),
chamados nociceptores, estdo envolvidos na inddeésas respostas. Os corpos celulares
desses neurdnios estdo localizados nos ganglioailaorsal ou nos ganglios trigeminais,
dependendo da regido que inervam, e podem sedasiysr estimulos quimicos, térmicos ou
mecanicos. O influxo sensorial gerado por esse&eores ativa neurdnios na medula
espinhal ou no tronco cerebral que se projetam paatamo e o cortex cerebral, o que pode
resultar no relato de desconforto. A ativacdo da naciceptiva também pode ativar um
reflexo de retirada, que tem fungcao protetoray@ssimo respostas emocionais, autondémicas
e neuro-humorais (WOOLF & SALTER, 2000).

Além das alteragdes locais, os mediadores inflanost@podem induzir manifestacdes
sistémicas, que incluem a anorexia, a mialgia,r@léacia, varias alteracbées hormonais e a
febre. A febre, caracterizada por um aumento arlodaaemperatura corporal, € um dos
principais sinais sistémicos, sendo comum em daeinflamatdrias associadas a infecc¢oes, a
necrose tecidual ou a reacdes de hipersensibilid@daN & MAJINO, 1977). A temperatura
corporal (Tc) é regulada por uma rede integradaahexdes neurais que envolve diversas
estruturas do sistema nervoso central (SNC). E#sas estruturas, destaca-se uma regido do
hipotdlamo denominada nucleo pré-éptico do hipotélanterior, que regula a temperatura
corporal de acordo com uma atividade neuronal émeq“set point ou termostato —
DINARELLO et al, 1988). Baseado nesse conceito de termorregulaffionas definicbes
de temperatura corporal foram estabelecidas, seta a normotermiasét pointe Tc
coincidem), a hipotermia (Tc abaixo det poin} e a hipertermia (Tc acima d®t poinf
(KLUGER, 1991).

A febre, por sua vez, é definida como uma elevagdotemperatura corporal

desencadeada por estimulos infecciosos ou assemEsociada a uset pointregulado para
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uma temperatura mais alta. Dessa forma, enquatetm@eratura corporal ndo alcanca aquela
estabelecida pelset point o individuo ou o animal ainda esta hipotérmicom® resultado,
havera reflexos fisioldgicos de conservacao e gerae calor e mudancas comportamentais
que facilitam a elevacao da temperatura (KLUGER1)9

As alteragBes locais e sistémicas associadasamafido podem durar minutos, horas
ou dias, mas existem condi¢des inflamatérias qaemacse estender por anos. Quando ocorre
uma resolucdo rapida do processo em minutos oundamo, em dias, a inflamacao é
considerada aguda. As principais alteracbes presemsse processo sao a migracao celular,
0 edema e a sensibilizacdo ou ativacdo de nocrespt&ntretanto, a inflamacdo pode se
prolongar, gerando um processo crénico.

Apesar da dificuldade de definicdo precisa, a inflgdo cronica é considerada uma
inflamacéo de duracdo prolongada, que se estendsepeanas, meses ou anos, podendo
ocorrer em associagcdo com destruicédo tecidual tatiean de reparo. Mesmo seguindo uma
inflamacéo aguda, a inflamacéo cronica frequentéensa inicia insidiosamente e de forma
assintomatica. Varias doencas sdo caracterizadasflamnacao crénica, como, por exemplo,
a artrite reumatdide, a asma e a aterosclerosea Rs¥ongada duracdo do processo
inflamatério pode ser gerada pela persisténcianfide¢des, exposicdo prolongada a agentes
toxicos e pela resposta auto-imune (COLLINS, 1999).

Em contraste com a inflamacdo aguda, que se mtmifes alteracdes vasculares,
edema e grande infiltracdo de neutrofilos, a infleéo cronica é caracterizada por infiltracao
de células mononucleares, destruicdo tecidualtatiess de reparo por meio de reposicao de
tecido conjuntivo no local lesado. As tentativasrelgaro tecidual apos a lesdo podem estar
associadas a fibrose, a formacao de tecido gramttsm e a angiogénese (COLLINS, 1999).
A angiogénese envolve a proliferacdo de célulasotefidis a partir de capilares pré-
existentes, a reorganizacdo de matriz extracekllaim processo de formacgédo do tubo
endotelial. Ela € necesséaria para a progressamftianacdo cronica e esta associada a
diversas condi¢cGes patoldgicas de longa duracdop @ formacédo do granuloma, a artrite
reumatdide, a psoriase e a aterosclerose (FOLKMANR95; MOULTON, 2001;
WILLERSON & RIDKER, 2004).

Muitas dessas manifestacdes ocorridas em procegkonatorios agudos e crénicos
sdo investigadas por meio do uso de modelos expetais. Os modelos que permitem
avaliar a influéncia de drogas sobre a sensibéizag a ativacdo dos nociceptores estao entre
0S mais usados, uma vez que a dor representacppticausa de sofrimento em individuos

acometidos por muitas doencas, principalmente asrigem inflamatéria. Nesses modelos,
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avalia-se o aspecto sensorial da resposta dolamfesido como nocicep¢do. Entretanto, os
modelos de inflamacdo aguda, como o edema de patatd, assim como modelos de
inflamacéo crénica, como o de granuloma pelo intplanbcutaneo de algodao ou o de artrite
induzida por adjuvante completo de Freund, tamb&mbsistante usados, com o objetivo de
investigar alteracdes que ocorrem durante a inffdmaaguda ou cronica, assim como

identificar drogas potencialmente Gteis como aftdimatorios.

Nesses modelos, diversos estimulos inflamatoriosisados. Um desses estimulos é a
carragenina, um polissacarideo sulfatado obtidoadirpde algumas espécies de algas
vermelhas da ordem Gigartinales. Essa substanda per usada para inducdo de edema,
assim como para inducdo de sensibilizacdo dos etoies para estimulos mecanicos ou
térmicos (WINTERet al, 1962; KAYSER & GUILBALD, 1987; OSBORNE & CODERRE
1999). Essas alteracbes resultam da acdo de diversmliadores inflamatérios que
apresentam diferentes cursos temporais de prodagis a injecdo da carragenina
(VINEGAR et al, 1987). Outros estimulos inflamatorios também g&ados em modelos
experimentais, como, por exemplo, o formaldeido BDISSON & DENNIS, 1977), os
ativadores de proteina quinase C (PKC — SOU2Aal, 2002), a dextrana (L& al, 1982),

o caolin (WHEELER-ACETCet al, 1990), entre outros.

Além desses estimulos quimicos, materiais inertes mAo sdo fagocitados pelas
células de defesa podem induzir inflamacdo. Taitemads podem gerar uma inflamacéo
crbnica, como ocorre no modelo de granuloma indupdr algoddo. Os granulomas sao
agregados de alguns tipos de células inflamatdyiges formam um ndédulo. Os principais
componentes do granuloma sdo agrupamentos de mgasdimodificados, denominados
células epitelidides, usualmente circundados pofdditos. Tais células epitelidides
apresentam atividade fagocitaria menor que aquetaoditros macrofagos e parecem ter
funcBes secretérias modificadas. Essas célulaslnosote se fundem formando células
gigantes multinucleadas, cujas funcdes ndo sadmietée conhecidas. A formacédo do
granuloma também esta associada a neovascularilcagdoo que permite avaliar de forma
indireta drogas potencialmente antiangiogénicgsrétangiogénicas (COLLINS, 1999).

Os modelos experimentais de inflamacé&o aguda ecer@ermitiram a identificacao
de multiplos mediadores e células que tém papebiitapte para inducdo de varios sinais e
sintomas associados. O componente celular da tespuffamatéria envolve células do
préprio tecido, como fibroblastos, macréfagos etdw®s, e células que sdo atraidas por
quimiotaxia, como neutrofilos, mondcitos, eosirail linfocitos, baséfilos e plaquetas. Os
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mediadores inflamatorios podem estar armazenadogr&nulos citoplasmaticos (histamina,

5-hidroxitriptamina), ser sintetizados apds estagéb celular (eicosandides, citocinas e
oxido nitrico — NO) ou estar presentes no plasma, na forma de pogesr®e ser formados ao

atingir o sitio inflamatério (fatores do complenm®etbradicinina) (COLLINS, 1999).

Apesar de diferentes estimulos ativarem ou seizsil@im os nociceptores, o0s
estimulos de origem quimica, principalmente os admties inflamatoérios, sdo os mais
freqientemente investigados. Entre os mediador@miatorios mais estudados estdo os
eicosanoides, as citocinas e 0'N@WOOD & DOCHERTY, 1997).

Os principais eicosandides sdo formados a parttlidagem do acido araquidénico
(AA) pela ciclooxigenase (COX) e pela 5-lipoxige@a8s duas principais isoformas, COX-1
e COX-2, catalizam a conversao do AA em prostagen(PG) G e PGH. A PGH, por sua
vez, é convertida em PGEPGL e tromboxano A entre outros eicosanoides. A COX-2,
apesar de ser encontrada de forma constitutiva &uns tecidos, é a isoforma
predominantemente induzida durante o processomatiario (HARRISet al, 2002). Em
geral, as PGs, de forma isolada ou em interacdo ootnos mediadores, causam
vasodilatacdo e aumento de permeabilidade de \@mda-capilares, contribuem para a
sensibilizacdo de nociceptores, a alteracdsed@ointhipotalamico e consequente resposta
febril e a angiogénese inflamatoria, entre outiesagdes. Outro grupo de eicosandides, 0s
leucotrienos (LT), derivados da via da 5-lipoxigegapromovem quimiotaxia e adesao de
neutrofilos ao endotélio (FUNK, 2001).

As citocinas, mediadores inflamatorios de natuppéeica, também apresentam papel
essencial no processo inflamatorio. As principdscmas inflamatorias sao a interleucinfa-1
(IL-1B), a IL-6 e o fator de necrose tumocal TNF-a), que séo liberadas por macréfagos e
outras células, podendo desencadear uma cascatecieas secundarias, entre as quais as
quimiocinas, citocinas que atraem e ativam as a®luhflamatorias moveis (COLLINS,
1999). Algumas dessas citocinas podem sensibitiganociceptores por meio de diferentes
mecanismos, incluindo o estimulo da producgéo denalgicosandides e a ativagdo do sistema
nervoso simpatico (BESSON, 1999). Essas citociaasbém apresentam um importante
papel no desenvolvimento da febre. Apés o contato am pirogénio exdgeno, ocorre a
estimulacdo de células do sistema imunoldgico, asipeente mondcitos/macrofagos e
neutréfilos, levando a sintese dos pirogénios eswidg Acredita-se que 0s principais

pirogénios enddgenos sejam a IRk IL-6, o TNFea e os interferons (IFN). Atualmente,
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acredita-se que essas citocinas, produzidas ens Ipesiféricos ou centrais, induzem a
producdo de PGHio SNC, que elevaset poin(KLUGER, 1991; NETEAet al, 2000).

O NO, um mediador produzido a partir da L-arginina, hém contribui para o
desenvolvimento de algumas manifestacbes da respogtamatéria, incluindo a
vasodilatacdo, o aumento da permeabilidade vasailproducdo de PGs inflamatérias e a
sensibilizacdo de nociceptores. A N€intetase induzivel (iNOS) € a principal isoforma
envolvida nas reac¢des inflamatdrias, sendo a esqoedo seu gene aumentada por diferentes
estimulos inflamatérios, incluindo vérias citocina@MONCADA et al, 1991;
RAWLINGSON, 2003).

Em funcdo dessa multiplicidade de mediadores irdtanos, foi possivel o
desenvolvimento de diversos antiinflamatérios queeragem com diferentes alvos
moleculares e atenuam varios sinais e sintomasiadss aos processos inflamatorios, como
0 edema, a dor e a febre. Entre os mais usados estantiinflamatorios ndo-esterdides
(AINES) e os antiinflamatorios esterodides (AIES).

Um dos principais mecanismos de acdo dos AINEsibigdo da COX, o que resulta
em reducdo da producdo de eicosandides e, conseniggte, menor contribuicdo desses
para o processo inflamatério (VANE, 1971). Algunsmpostos dessa classe inibem a
producdo de PGhpela inibicdo direta da COX (VANE, 1971) ou peliicdo da transcricdo
dessa enzima, em patrticular a isoforma 2 @{lal, 1999). Além da inibicdo da producao de
eicosandides, alguns AINEs inibem a ativacdo dorfatuclear (NF)kB, um fator de
transcricdo que tem um papel importante na regalagétranscricdo de genes para varios
mediadores inflamatdrios (KOPP & GHOSH, 1994). Agveslesses efeitos ndo serem
observados para todas as drogas da classe dos AMNRESNOFF & NEILSON, 2001),
diversos estudos demonstraram que alguns dessgmstos inibem a producdo de TMNF-
(OSNESet al, 1996; SHACKELFORDet al, 1997), IL-B (EGAN et al, 1999) e IL-6
(FIEBICH et al, 1999). Além disso, essas drogas sdo capazeandentar a producdo de
mediadores com atividade antiinflamatéria (ARONGEREILSON, 2001; FERNANDEZ
et al, 2004). Outros mecanismos tém sido atribuidosAdbiEs, incluindo a ativacdo de
mecanismos opioidérgicos e serotoninérgicos enddgem inibicdo da producdo de AA, a
inibicdo da liberagdo de enzimas lisossomais eivacdio de receptores ativados por
proliferadores de peroxissomos (CASHMAN, 1996; LEAINN et al, 1997.

Os AIEs, por sua vez, inibem a producdo e a acaandkiplos mediadores

inflamatorios, o que justifica o seu efeito maisplomquando comparado com aquele dos
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AINEs. Os efeitos dos AIEs resultam principalmedte sua interacdo com um receptor
intracelular e a ligacdo desse complexo a seqiemspecificas do DNA ou a fatores de
transcricdo, como o NKB, o que resulta no aumento ou na inibicdo da dragéo de
multiplos genes. Entre os principais efeitos indagi pelos AIEs, estdo a reducdo da
migracao dos neutrofilos, de moléculas de ades@pratiucdo de eicosandides e de citocinas
inflamatdrias, assim como o0 aumento da sinteséat@mas antiinflamatérias (BRATTSAND

& LINDEN, 1996; van der VELDEN, 1998).

O uso de drogas na terapia de doencas diferentpselda para as quais foram
originalmente desenvolvidas é uma estratégia cazamais usada. Um aspecto positivo
associado a essa estratégia € o fato de que eristanplo conjunto de informacdes sobre a
seguranca dessas drogas, o que pode permitir urogagfo mais rapida das indicacdes
terapéuticas adicionais. Dessa forma, existe ursaabpor propriedades antiinflamatérias de
drogas ja aprovadas para o tratamento de outrasz@®eComo exemplo de tais drogas,
podem ser citadas a carbamazepina, um antiepiéptie atualmente tem sido usado no
tratamento da neuralgia do trigémeo (JENSEN, 20023Jguns antidepressivos, como a
paroxetina e o citalopram, que sao Uteis no akdodor associada a neuropatia diabética
(SINDRUP & JENSEN, 2000). Nessa mesma linha desiinyacao estdo as estatinas, como a
sinvastatina e a atorvastatina, usadas originabneot tratamento de dislipdemias. Ha
evidéncias de que o beneficio das estatinas remteaitto de doencas cardiovasculares é, em
parte, devido aos seus efeitos antiinflamatoriesak drogas inibem a producédo e a secrecao
de quimiocinas e de citocinas inflamatérias, meati@sl que contribuem para o
desenvolvimento da aterosclerose (OHSUZU, 2004)oBaré-clinicos sugerem gue essas
substancias podem ser Uteis no tratamento de d@msdigflamatorias crénicas, como a artrite
reumatoéide (STEFFENS & MACH, 2004).

Outra classe de drogas cuja utilidade na supress@oocessos inflamatorios também
estd sendo investigada é a dos agonistas de rezepativados por proliferadores de
peroxissomos (PPARs — peroxisome proliferator-attid receptors), drogas originalmente
aprovadas para o tratamento do diabetes mellpos2ie de dislipdemias. Issemann e Green
(1990) identificaram e clonaram o primeiro PPAR axrtip de uma biblioteca de DNA
complementar de figado de camundongo. Esses reesfftram assim denominados pelo
fato de seus agonistas induzirem a proliferac&antée organela celular, os peroxissomos, que
contém enzimas que oxidam varias moléculas, o qua h producdo de peroxido de
hidrogénio (SCHEKMAN, 2005). Um subtipo muito sehagite ao identificado por Issemann

e Green (1990) foi clonado de uma espécie de sapqual foi atribuido o nome de PP&R
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(DREYER et al, 1992). Nesse mesmo estudo, foram clonados ouwtods subtipos,
denominados PPAR(previamente denominado PPBRe PPAR. Até o momento, os trés
subtipos de receptores foram identificados em dagrespécies, entre elas camundongos
(ISSEMANN & GREEN, 1990; CHENet al, 1993; ZHUet al, 1993; KLIEWERet al,
1994; AMRI et al, 1995), ratos (GOTTLICHERT al, 1992; BRAISSANTet al, 1996) e
humanos (SCHMIDTet al, 1992; SHERet al, 1993; MUKHERJEEet al, 1994; GREENE

et al, 1995; LAMBE & TUGWOOD, 1996).

Esses receptores pertencem a uma superfamiliacdptoees intracelulares que sao
fatores de transcricdo ativados por ligantes (ISBEM& GREEN, 1990). Outros
representantes dessa familia sdo os receptoresepm@des, esterbides, vitamina D, assim
como alguns receptores cujos ligantes ainda naoce@becidos (SZANTCet al, 2004).
Atualmente, vérios ligantes de receptores intrdaedg, tais como o tamoxifeno para os
receptores de estrégeno, as tiazolidinodionas (Tg&a os PPARou os AIEs para 0s
receptores de esterdides, representam drogas de asmpclinico (GRONEMEYERet al.,
2004).

Os PPARs regulam a expressdo de diversos genesddige® a determinadas
sequéncias de DNA denominadas elementos de regpmstaroliferadores de peroxissomos
(PPREs — peroxisome proliferator response elemesgpgcificos (OSUMlet al, 1991;
DREYER et al, 1992; TUGWOODet al, 1992). Para que esses receptores se liguem aos
seus PPREs é necessério haver a formacéo de umodietero, que ocorre pela interacdo dos
PPARs com outro receptor nuclear, o receptor ren& (RXR — KLIEWERet al, 1992;
BARDOT et al, 1993; GEARINGet al, 1993; ISSEMANNet al, 1993; MIYATA et al,
1994).

A distribuicdo tecidual desses receptores foi ampl#e investigada em humanos e
roedores. A expressao do PRARI demonstrada em diversos tecidos, predominagriém
naqueles onde existe uma atividade metabdlica satecomo no figado, musculos, rins e
coracao (BRAISSANet al, 1996; AUBOEUFet al, 1997). Além disso, foi demonstrada a
sua expressao em diversas estruturas do SNC e endfagps (CHINETTIlet al, 1998;
CULLINGFORD et al, 1998; NEVEet al, 2001; MORENCet al, 2004). Em relagdo ao
PPARy, dois subtipos foram identificados, denominados®R e PPAR2, presentes em
camundongos, ratos e humanos (FA&&L, 1997 e 1998). Em humanos, a distribuicdo dos
PPARy foi demonstrada em diferentes 6rgaos e tecidoapamwracao, rins, baco, pancreas,
cOlon, tecido muscular esquelético e tecido adifddEWER et al, 1994; FAJASet al,
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1997; RICOTEet al, 1998). A presenca de PPAR de PPAR também foi demonstrada no
SNC, tanto em células da glia como em neurdnicgmasomo em células endoteliais, em
musculatura lisa vascular e em macrégafos (CULLIDEP et al, 1998; CHINETTIet al.,
2000; CRISTIANOGet al, 2001; MORENGCet al, 2004).

Os PPARs estdo envolvidos em diferentes efeitosgdoseos principais deles o
metabolismo e a diferenciagdo celular. Os fibraag®nistas sintéticos do PPARInduzem
efeitos sobre o metabolismo de lipideos, sendoogspdra o tratamento de dislipdemias.
Especula-se que o PPARypresente uma funcdo de sensor para acidos gegapos meio da
ativacao génica, funcione como um importante retprla@do metabolismo de acidos graxos e
da homeostase energética. Em consequéncia a deges sobre a expressdao de enzimas
envolvidas no metabolismo lipidico, os agonistaPBARY induzem um intenso efeito sobre
o metabolismo de lipoproteinas, levando a uma @mwa concentracdo plasmatica de
triglicérides e de lipoproteina de baixa densidadsim como a um aumento da concentracao
de lipoproteina de alta densidade (van RAALEREL, 2004).

De forma semelhante ao PP&Ro PPAR também induz efeitos sobre o
metabolismo. A rosiglitazona induz a expressao igeptoteina lipase em adipécitos,
resultando em uma reducéo da concentracdo de apibass livres e triglicérides circulantes,
produtos relacionados a resisténcia a insulinamoasculos (LEFEBVREet al, 1997). A
resisténcia a insulina induzida por TMRambém é inibida pelas TZDs (MILES al, 1997;
PERALDI et al, 1997). Em relacdo aos efeitos celulares, a iog@éd de PPAR em
fibroblastos, na presenca de agonistas fracos,zirawiferenciacdo dessas células em
adipocitos (TONTONOZt al, 1994). Estudos posteriores confirmaram que exaticCiacdo
dessas células é dependente de RRRRWELL, 1999; ROSEMNet al, 1999).

Vérias substancias endégenas sdo consideradate$gaaturais dos PPAR entre 0s
guais podem ser mencionados os acidos palmitiéigoollinoléico, araquidbnico e alguns
eicosandides (GOTTLICHERt al, 1992; KREY et al, 1997; FORMANet al, 1997;
DEVCHAND et al, 1996). Entre os compostos sintéticos, a clagdlkeancaracterizada como
agonista de PPAIRE a dos fibratos, como o fenofibrato (FIG 1), @fibkato e a genfibrozila,
drogas usadas no tratamento de dislipdemias (IS¥WI& GREEN, 1990; FORMANet
al., 1997; KREYet al, 1997). Lehmanret al. (1997) demonstraram que alguns AINEs,

guando administrados em altas doses, também pagiecpano agonistas desses receptores.
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Figura 1 — Estrutura quimica do fenofibrato

Também sdo conhecidas algumas substancias endoégeaaastuam como ligantes
naturais de PPAR Os acidos 9-hidroxioctadiendico e 13- hidroxid@adico, metabdlitos
do acido linoléico e derivados da via da 15-lipexigse, assim como derivados da via da
12/15-lipoxigenase, foram sugeridos como agontase subtipo de receptor (NA@Yal,
1998; HUANGet al, 1999). Entretanto, o agonista mais conhecidekon caracterizado é
um derivado de PGD a 15-desoxiA*®* prostaglandina»J(15d-PGJ) (FORMAN et al,
1995; KLIEWERet al, 1995). Entre os compostos sintéticos, as TZbBsoca pioglitazona
(FIG 2) e a rosiglitazona, drogas usadas no trateomdo diabetes mellitus tipo 2, séo
consideradas os principais agonistas de BPARHMANN et al, 1995; LAMBE et al,
1996). Em altas concentracdes, os AINEs tambémmadear como agonistas desse subtipo
de receptor (LEHMANNet al, 1997), sendo que a indometacina é capaz de iinduz
diferenciacdo de adipocitos em doses semelhantasladq capazes de ativar PRAR
(VERRANDO et al, 1981; KNIGHTet al., 1987).

Figura 2 — Estrutura quimica do cloridrato de pioglitazona
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Nos ultimos anos, varios estudos demonstraramoguagonistas de PPAR podem
modular diferentes componentes da inflamacdo. Haguamde interesse nessa linha de
investigacdo, uma vez que algumas doencas metabdiiccardiovasculares importantes,
como o diabetes mellitus tipo 2 e a aterosclerapgsentam um componente inflamatério
evidente. Assim, € possivel que a eficacia teragg@dbs agonistas de PPAR resulte dos seus
efeitos tanto sobre o metabolismo quanto sobréamacao.

O crescente interesse nesses agonistas como aidedobgas Uteis em algumas
condic¢des inflamatorias surgiu em 1996, quando Bawvdet al demonstraram que o LB
um potente agente quimiotético, € um agonista deRBPNesse estudo, foi demonstrado que
0s animais deficientes para esse receptor apresemte resposta inflamatdria mais intensa
gue os animais selvagens quando estimulados cohBpdu o AA.

Diversos estudos demonstraram a atividade amm#toria dessa classe de agonistas.
Um fato notério é o aumento da expressdo de RPARPPAR em células ativadas por
estimulos inflamatoriof vitro e também em modelos experimentais de inflamatao/o
(RICOTE et al, 1998; THIERINGERet al, 2000; NEVEet al, 2001). Os agonistas de
PPARY e PPAR inibem a producédo de citocinas e de enzimas eiasvno processo
inflamatorio, assim como estimulam a producdo destdmcias antiinflamatérias. Apesar de
Meade et al. (1999) terem demonstrado que a 15d-P6&Jo WY-14,643 aumentam a
producdo de COX-2 em células mamarias e em cétldasarcinoma de célon, diversos
estudos demonstraram um efeito oposto. Varioglestdemonstraram que 0s agonistas de
PPARy inibem a expressdo de mRNA para enzimas envolvidaprocesso inflamatério,
como a COX-2 e a INOS. Esse efeito foi caracteazau diversas linhagens celulares frente
a diferentes estimulos, como em células RAW 26gtithaladas por lipopolissacarideo (LPS)
+ IFN-y (MAGGI Jr et al, 2000) ou por TNF (SHIOJIRI et al, 2002), macréfagos
estimulados por IFN- (RICOTE et al, 1998) e também em mucosa gastrica lesada
(KONTUREK et al., 2003). O efeito inibitério dos agonistas de PRARbre a producédo
dessas enzimas também foi extensamente demon§tBHEKA et al.,2000; MAGGI Jret
al., 2000; CUZZOCRE-/et al, 2002; SHIOJIRkt al, 2002; KONTUREKet al., 2003). De
forma complementar, também foi demonstrada a redulgi producdo dos metabdlitos
derivados da via da COX-2 (SAWAN& al, 2002) e da iINOS (MAGGI Jet al, 2000;
CUZZOCREAEet al, 2002; SHIOJIRkt al, 2002). O efeito de agonistas de PRARbre a

INOS parece estar diretamente relacionado a irobitgitranscricdo do gene dessa enzima,
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tendo em vista que a atividade enzimatica destaérdfetada pela 15d-PGSMAGGI Jr et
al., 2000).

Os agonistas de PPARambém inibem a producéo de varias citocinasndlarias.
Em mondcitos humanos estimulados por acetato dstinforbol, a PGg, a 15d-PGie a
troglitazona inibem a producao de THEFIL-1[3 e IL-6. Nesse mesmo estudo, a inducéo de
TNF-a por outro estimulo, o acido ocadaico, foi inibpiela 15d-PGle pela troglitazona
(JJANG et al, 1998). Cunarcet al. (2002) também demonstraram que a ciglitazona, um
agonista sintético de PPARreduz a producéo de IFNe IL-2 em esplendcitos ativados por
mitdgenos de camundongos.

Diversos estudosn vivo também indicam que agonistas de PRA&presentam
atividade antiinflamatéria. Os agonistas sintéticosiglitazona e troglitazona reduzem a
inflamacédo em um modelo de colite induzida por @@#,6-trinitrobenzenosulfénico em
camundongos (DESREUMAUXet al, 2001). Nesse mesmo estudo, observou-se que
camundongos deficientes para PRARRXR apresentam uma inflamacdo mais acentuada e
que, ao administrar as TZDs juntamente com um agode RXR, houve um efeito sinérgico
sobre a reducdo da colite. Da mesma forma, a taagha inibe inflamacdo do trato
gastrintestinal induzida por dextrana e por azotame (TANAKA et al, 2001).

A pioglitazona também reduz a area média de Ulgésdrica induzida por &cido
acético e restaura o fluxo sanguineo na mucosaigga$KONTUREK et al., 2003). Essa
TZD também reduz a esteatose, a necrose e a imimmdo figado induzidas por etanol
(ENOMOTOet al.,2003). No modelo de pleurisia induzida pela camage a administragao
prévia de 15d-PGYeduz o volume de exsudato inflamatorio, enquantanodelo de artrite
induzida pelo coldgeno, esse agonista de BPA&RIuz o edema e a erosdo Ossea
(CUZZOCREAEet al, 2002). Outros estudos também demonstraram questég® de PPAR
reduzem o edema no modelo de artrite induzido gpuvante completo de Freund em ratos
(KAWAHITO et al, 2000) e o edema induzido pela carragenina em maomgos (TAYLOR
et al, 2002, CUZZOCRE/Aet al, 2004).

Também tem sido atribuida uma funcéo antiinflaniatdos agonistas de PPARO
fenofibrato e a genfibrozila inibbem a producéo teSle PGs e a expressdo de COX-2
induzidas por IL-1 em células de musculatura lisadrta de humanos (STAElk$al, 1998,
DELERIVE et al, 2000). No mesmo estudo, também foi demonstra@ooguagonistas de
PPARx aumentam a producdo de-Ba, uma proteina que inibe a atividade do fator de

transcricdo NB e, consequentemente, a producdo de algumas neitodnflamatérias
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(DELERIVE et al, 2000). Em outro modelm vitro, no qual queratinécitos humanos séo
irradiados com luz ultravioleta B, agonistas de R&Aclofibrato e WY-14643) reduzem a
expressao de genes para IL-6 e IL-8 (KIPPENBER®EA, 2001).

Os agonistas de PPARcomo o clofibrato, 0 WY-14643 e o acido linolgiceduzem
o0 edema e o numero de células inflamatorias naealermmodelos de dermatite induzidas por
diferentes estimulos. Esse resultado ndo foi obdenem camundongos deficientes para
esses receptores. O clofibrato também reduz a pfiodde IL-Br e TNFea nesse modelo
(SHEU et al, 2002), enquanto o benzafibrato inibe a inflamaig@luzida por dextrana e
azoximetano no trato gastrintestinal (TANAKA al, 2001). Também foi observado que um
agonista de PPAGR o acido perfluorooctandico, inibe o edema e diala térmica induzidos
pela carragenina em ratos (TAYL@Ral.,2002).

Apesar de existir um grande e ainda crescente mideestudos que demonstram 0s
potenciais efeitos antiinflamatorios dos agoniga®PAR e PPAR), ainda ha a necessidade
de investigacdo dos efeitos dessas substancias detarminados modelos de inflamacéo e

de nocicepcgéo.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potnefeito antiinflamatério de um
agonista de PPAR(pioglitazona) e de um agonista de PRARenofibrato) em diferentes

modelos experimentais vivo.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar o efeito da pioglitazona e do famafo sobre o edema e a resposta
nociceptiva induzidos por carragenina, formaldeioPDD, assim como a resposta

nociceptiva ndo associada a inflamacéo.

2. Caracterizar o efeito da pioglitazona e do femafo sobre uma alteracdo sistémica,
a febre induzida por LPS.

3. Caracterizar o efeito da pioglitazona e do fdmafo sobre uma resposta

inflamatdria cronica, o granuloma induzido por ago.

Justificativa

As propriedades antiinflamatorias de agonistas &ARy e PPARY tém sido
demonstradas em estudos in vitro e em alguns esindavo. Entretanto, ainda nao foram
devidamente avaliados os efeitos desses agonistasoelelos de nocicepcéo, edema, febre e
granuloma. Dessa forma, a investigacdo do efeiwatmnistas de PPAR em modelos de
inflamacédo aguda, com manifestacbes locais ounsisds, e em modelos de inflamacao
crbnica é importante para ampliar o conhecimenbweso papel de PPAR na modulacdo da
resposta inflamatoria, bem como avaliar o potenesal desses agonistas no tratamento de

diferentes condicfes inflamatorias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Ratos Wistar machos (180 - 250 g) e camundongossSwiachos (25 - 35 @),
provenientes do Biotério da Faculdade de Farmé&idlMG, foram usados. Ragéo e agua
foram fornecidasad libitum Todos os experimentos foram realizados em unmea cain
temperatura controlada (271 °C), correspondente a zona de termoneutralidaedetos e
camundongos (GORDON, 1990). Os animais foram mastié sala de experimento por pelo
menos trés dias antes da realizacdo dos protoddlasnte os experimentos, 0s animais
foram manipulados cuidadosamente, de forma a egsuit menor estresse comportamental
possivel. O estudo foi aprovado pelo Comité dealtim Experimentacio Animal da UFMG
(Protocolo 115/2005) e todos os experimentos peatiagdo do efeito de drogas sobre a
resposta nociceptiva foram realizados de acordoamnecomendacdes para experimentacao
em animais (ZIMMERMANN, 1983).

3.2 Drogas

 Pioglitazona (Takeda Chemical Industries, LTD.,atae Actof, Abbott, Brasil):
agonista de PPAR

« Fenofibrato (Lipidif, Farmalab — Chiesi, Brasil): precursor do &cidwfébrico, um
agonista de PPAR(BALFOUR et al, 1990).

* Formaldeido (Ecibra, Brasil): estimulo inflamatorio

e Carragenina (Sigma, USA): estimulo inflamatdrio.

* Forbol-12,13-didecanoato (PDD; Sigma, USA): estomnflamatorio.

» Lipopolissacarideo dg. coli(0127/B8) (LPS; Sigma, USA): estimulo pirogénico.

* Dimetilsulfoxido (DMSO; Merck, Brasil): veiculo pampioglitazona.

» Carboximetilcelulose (CMC; Galena, Brasil): veicplra fenofibrato e pioglitazona.

* Indometacina (Sigma, USA): antiinflamatorio ndoeeside.

3.3 Preparo das solugdes e suspensdes e admirdistaas drogas



28

No protocolo para avaliacdo do efeito induzido @eleinistracéo p.o. da pioglitazona
sobre a resposta nociceptiva induzida pelo fornidideoi usado o medicamento Acto©s
comprimidos foram triturados e foi feita uma sugd®ncom salina, que foi administrada per
0s (p.o.). Para os demais protocolos, foi usadagadoura, que foi suspensa em uma solugao
de DMSO 10% em salina e administrada por via ietiggneal (i.p.). O volume administrado
por via i.p. foi de 2 ml/kg em ratos e de 4 ml/kg eamundongos.

Nos protocolos para avaliacdo dos efeitos do fbratfd, foi usado o medicamento
Lipidil ®. Uma suspens&o do contetdo das capsulas em CNtCebrbsalina foi administrada
p.o. Nos tratamentos prolongados, fenofibrato (0 300 mg/kg) foi administrado
diariamente por sete dias. A ultima dose (100 dl r8@/kg) foi administrada 4 h antes da
injecdo da carragenina (modelos de alodinia e edeméormaldeido. As doses diarias eram
divididas pela metade, sendo administradas uma @eat07:00h e a outra as 19:00h. O
volume administrado p.o. foi de 2 ml/kg em ratateed ml/kg em camundongos. Fenofibrato
foi administrado 4 h antes dos estimulos, poiscameentracdo plasmatica maxima apos a
administracéo p.o. ocorre entre 3 e 8 h (WEIL ¢t18I88).

A carragenina foi suspensa em salina na concé&atrde 1% no dia anterior ao
experimento. A injecao da carragenina foi feita yiarintraplantar (i.pl.) em uma das patas
posteriores de ratos em um volume depbd500 pg). A solucdo do formaldeido 0,92%
(correspondente a uma solucéao de formalina 2,504¢ita em salina imediatamente antes do
experimento. Foi injetado um volume de I0por via subcutanea (s.c.) no dorso da pata
direita de camundongos. Solucao estoque do PDpréparada em DMSO 100% e mantida a
-70 °C em tubetes contendopg/ul. Imediatamente antes do experimento, foi feiteaum
diluicdo em salina, de forma a obter a concentragiejada. Durante o periodo da injecéo,
essa droga foi mantida em recipiente contendo @elojecdo do PDD foi feita por via i.pl.
em uma das patas posteriores de ratos em um valerbéul.

A solucéao do LPS foi preparada em salina, imediatdenantes do experimento. A
injecao do LPS foi feita por via intravenosa (i@ um volume de 1 ml/kg. Os ratos foram
contidos brevemente e a injecéo foi feita em unsavé#as da cauda apos breve aquecimento
local com &gua morna.

A solucdo de indometacina foi preparada em NaklGG% diluido em salina,

imediatamente antes do experimento, e adminispadaiap.o. em um volume de 1 ml/kg.
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3.4 Avaliacdo da resposta nociceptiva no modelo placa quente em

camundongos

A avaliacdo da resposta nociceptiva nesse modeléeita de acordo com técnica
descrita por Frangat al (2001). Antes da realizacdo do experimento, asucaongos foram
colocados sobre a superficie ndo aquecida paraeatabdo. No momento do teste, os
camundongos foram colocados, individualmente, sobra placa metalica em contato direto
com agua aquecida a 56 °C. O tempo para que osBnagitassem ou lambessem as patas
ou saltassem foi determinado e considerado a latfaca a resposta nociceptiva. O tempo de
corte foi de 30 s. Os resultados foram expressosdaténcia (s) para a apresentacdo da

resposta nociceptiva.

3.5 Avaliacdo da resposta nociceptiva induzida pdrmaldeido em

camundongos

A solucéo do formaldeido (0,92%, R0 foi administrada por via subcutanea no dorso
da pata posterior direita dos animais. O tempo rdar@ qual o animal apresentou o
comportamento de lambida da pata injetada (pasterg) foi cronometrado nos periodos de
0-5 min e de 15-30 min, que correspondem a primeiraegunda fases da resposta
nociceptiva, respectivamente. Nesse modelo, o @entda temperatura ambiente é
importante, pois a segunda fase da resposta ntiwep bastante reduzida quando o
experimento € realizado em temperatura inferior3a°@ (THLSEM et al, 1992). Os
resultados foram expressos como tempo (s) do caampento de lambida da pata injetada

nas duas fases.
3.6 Avaliagéo da alodinia mecéanica em ratos
Nos dois dias anteriores ao experimento, os ratasf colocados em compartimentos

de acrilico (22x18x14 cm) dispostos sobre uma redgalica. No dia do experimento, apis

nova ambientacdo, foi realizada a estimulacdo negata pata posterior direita com um
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filamento de nylon (Estesiébmetro, Sorri, Brasiliegao ser pressionado até que se curve,
exerce uma forca de 100 mN (SOU2Aal, 2002). O toque com o filamento foi feito no
centro da superficie plantar da pata e repetidovdeegs em cada animal, tendo cada toque a
duracdo aproximada de 1 s. O nimero de vezes gamisis retiraram a pata em resposta
aos dez toques foi considerado como frequéncid baseetirada da pata. Os animais com
frequéncia basal de retirada superior a trés faraotuidos do experimento. A divisao dos
grupos para posterior tratamento foi feita de fompe as médias das frequéncias basais
fossem similares para os diversos grupos. A frecjéépara retirada da pata foi novamente
determinada em diferentes momentos apdés a injeg@ardagenina ou do PDD. Os resultados

foram expressos como frequéncia de retirada dagpatdez toques realizados.

3.7 Avaliacédo do edema de pata em ratos

Para a determinacao do volume de pata, foi usadpletismometro (Modelo 7140,
Ugo Basile, Italia). Esse aparelho contém uma adlilindrica para a medida do volume de
pata, que € preenchida com uma solucao de baixzwwacao eletrolitica, conectada a outra
célula, dentro da qual existe um eletrodo. Um siatéle vasos comunicantes faz com que o
deslocamento da solucao eletrolitica na célula angligta do animal € mergulhada resulte em
um deslocamento da solucdo na célula que contéietmdn. Apos ter sido calibrado, o
aparelho converte o deslocamento do liquido emme]wque é indicado em um visor digital.
Quando a pata do animal € introduzida na célulmedida até a articulacéo tibio-tarsal, um
pedal é pressionado pelo experimentador, que filssa forma, o valor do volume
observadoA divisao dos grupos para posterior realizagdotddamentos foi feita de forma
que os volumes basais médios para os diversosgfageem similares. O volume de pata foi
novamente determinado em diferentes momentos apgscéo da carragenina ou do PDD.
Os resultados foram expressos como variacdo daneo(ml) da pata em relacdo ao volume

basal.
3.8 Avaliacdo da resposta febril induzida pelo ldPS$ratos
Durante o procedimento experimental os ratos fareantidos em grupos de dois por

caixa. A temperatura colbnica foi determinada etosrado contidos, por meio de uma sonda

plastica (5 cm) introduzida através de reto e dagkeca um termdmetro eletrénico (Cole-
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Parmer, China). Este procedimento foi executadodias anteriores ao experimento, para
minimizar possiveis alteracdes da temperatura @slsc ao estresse comportamental. No
momento da medida, a sonda foi introduzida e manpidr 30 s até a estabilizacdo da
temperatura. A temperatura basal (Tb) dos anin@i®litida pela média de duas leituras
antes da administracdo de qualquer droga. Someinteia com temperatura estavel e na
faixa de 36,8 a 37,6 °C foram usados. A temperdtirdeterminada por um periodo de 6 a 8
h apds a injecdo i.v. do LPS (R@/kg). Os experimentos foram conduzidos em tempexat

ambiente entre 27-28 °C, correspondente a zonerg@meutralidade da espécie (GORDON,
1990), entre 08:00 e 19:00 h. Os resultados forgmessos como temperatura absoluta (°C)

antes e apos a administracéo do estimulo pirogénico

3.9 Inducédo de granuloma por meio da implantac&ocstinea de algod&do no

abddmen de ratos

A formacédo do granuloma foi induzida por meio ofgplantacédo subcutanea de dois
chumacos de algodao (20 mg cada) na regido abdodusanimais (NIEMEGEERS, 1975).
Apoés anestesia com uma associacdo de xilazina |{1,92%) e cetamina (15@l, 10%),
administrada por via i.p., foi feita a tricotomia gorcéo inferior do abdome e assepsia local
com solucdo de polivinilpirrolidona-iodo 10%. Umacisdo mediana longitudinal na parte
inferior do abdome foi seguida de divulsdo bildtea aproximadamente 2 cm de extensdo,
de forma a separar a pela da camada muscular. Umagio foi implantado do lado direto e
outro do lado esquerdo, em posi¢cOes equidistaraelinda mediana. Ao final, foi feita a
sutura. O tratamento com pioglitazona (i.p.) owfdmato (.o.) foi iniciado no dia seguinte e
mantido durante sete dias consecutivos. No 8%diaapos a administracdo da uUltima dose,
foi realizada a eutanasia. Os granulomas foramvietos e colocados em uma estufa {6)
por 24 h para secagem. Em seguida, a massa bsugraltulomas foi determinada. A massa
real do granuloma foi determinada pela subtraca@0deng (massa do algod&do) da massa

bruta. Os resultados foram expressos como mas9al@agranulomas.

3.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médéaro padrdo da média. Os dados foram

analisados por meio da andlise de variancia simpkgguida pelo teste de Newman-Keuls,
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que realiza a comparacdo de todos os grupos ant@uando apenas dois grupos foram

analisados, utilizou-se o teste t de Student. Adsto nivel de significancia de 5%.

3.11 Protocolos Experimentais

Parametro |Protocolo Gréfico | Pagina
avaliado e
animal usado
Nocicepcéo | Efeito da pioglitazona (50 ou 100 mg/kg, i.p.) solar FIG 3 35
(placa quente) laténcia para a resposta nociceptiva
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kmp.) sobre a FIG 4 35
camundongg laténcia para a resposta nociceptiva
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.deg., | FIG5 | 36
sete dias) sobre a laténcia para a resposta nbeaep
Nocicepcéo | Efeito da pioglitazona (1, 5 ou 25 mg/kg, i.p.) soh| FIG 6 38
(formaldeido) resposta nociceptiva induzida pelo formaldeida
Efeito da pioglitazona (50 ou 100 mg/kge.) sobre a FIG 7 38
camundongg resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kmyp) sobre a FIG 8 39
resposta nociceptiva induzida pelo formaldeidg
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.deg, FIG9 39
sete dias) sobre a resposta nociceptiva induzida pe
formaldeido
Nocicepcgéo| Efeito da pioglitazona (10 ou 50 mg/kg, i.p.) soareFIG 10| 41
(carragenina alodinia mecanica induzida pela carragenina
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kmp.) sobre a FIG 11| 41
rato alodinia mecéanica induzida pela carragenina
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.deg., | FIG 12| 42
sete dias) sobre a alodinia mecéanica induzida pela
carragenina
Edema de | Efeito da pioglitazona (2, 10, 25 ou 50 mg/kg,)i.p.FIG 13| 44
pata sobre 0 edema induzido pela carragenina
(carragenina) Efeito da pioglitazona (50, 100 ou 200 mg/gm.) | FIG 14| 45
sobre 0 edema induzido pela carragenina
rato Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kmp.) sobre | FIG 15| 46
0 edema induzido pela carragenina
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.dmo., | FIG 16| 47
sete dias) sobre o edema induzido pela carragenina
Nocicepcéo| Efeito da pioglitazona (10 ou 50 mg/kg, i.p.) soareFIG 17| 49
(PDD) alodinia mecanica induzida pelo PDD
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kmp.) sobre a FIG 18| 49
rato alodinia mecénica induzida pelo PDD
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kg/dme., | FIG 19| 50
sete dias) sobre a alodinia mecéanica induzida pelo
PDD
Edema de | Efeito da pioglitazona (2, 10, 25 ou 50 mg/kg,)i.p.FIG 20| 52
pata sobre 0 edema induzido pelo PDD
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(PDD) Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kmp.) sobre| FIG 21| 53
0 edema induzido pelo PDD
rato Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.dmg., | FIG 22| 54
sete dias) sobre o edema induzido pelo PDD
Febre Efeito da pioglitazona (10 ou 50 mg/kg, i.p.) soareFIG 23| 56
(LPS) febre induzida pelo LPS
Efeito da pioglitazona (10 ou 50 mg/kg, i.p.) soareFIG 24| 56
rato temperatura colonica
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kyp) sobre a FIG 25| 57
febre induzida pelo LPS
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.de@, | FIG 26| 57
sete dias) sobre a febre induzida pelo LPS
Granuloma | Efeito da pioglitazona (10 ou 25 mg/kg, i.p.) sobre FIG 27| 59
(algodéo) |desenvolvimento do granuloma induzido pelo algodéo
Efeito do fenofibrato (100 ou 300 mg/kgp.) sobre| FIG 28| 59
rato o desenvolvimento do granuloma induzido pelg
algodéao
Efeito da indometacina (4 mg/kg.,0.) sobre o FIG29| 60

granuloma induzido pelo algodao
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da pioglitazona e do fenofibrato sobreresposta nociceptiva

induzida pelo calor no modelo da placa quente emwalongos

Apds serem colocados sobre a placa quente, os damgms apresentaram
comportamento nociceptivo caracterizado por lambias patas ou por saltos. As laténcias
para a apresentacdo desse comportamento forarguastes: grupo tratado com DMSO 10%
(4 ml/kg, i.p., -1 h) = 1& 3 s; grupo tratado com CMC 0,5% (4 ml/kgo, -4 h) = 19+ 2 s;
grupo tratado com CMC 0,5% (4 ml/kg.dmo, sete dias): 12 1 s (FIG 3, 4 e 5).

O tratamento agudo com a pioglitazona (50 ou 10@kgng.p., -1 h) ou com o
fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.o, -4 h), bem como o tratamento prolongado com o
fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.dig.o, sete dias), ndo alteraram a laténcia para a
apresentacao da resposta nociceptiva (FIG 3, 4 e 5)
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Figura 3 — Efeito do tratamento agudo com a pioglitazon@res@ resposta nociceptiva no
modelo da placa quente em camundongos. Pioglitagéma 50 ou 100 mg/kg, i.p.) ou
veiculo (DMSO 10%, 4 ml/kg, i.p.) foram administosdl h antes do teste, n=6.

Laténcia (s)
o9
N
N

| |
Veiculo Feno 100 Feno 300

Figura 4 — Efeito do tratamento agudo com o fenofibratorsab resposta nociceptiva no
modelo da placa quente em camundongos. Fenofiifateo; 100 ou 300 mg/kg.0.) ou

veiculo (CMC 0,5%, 4 ml/kgy.o.) foram administrados 4 h antes do teste, n=10.
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Figura 5 — Efeito do tratamento prolongado com o fenofibisdbre a resposta nociceptiva
no modelo da placa quente em camundongos. Fenofifif@no; 100 ou 300 mg/kg.dia,
p.0) ou veiculo (CMC 0,5%, 4 ml/kg.dip,0.) foram administrados por sete dias antes do

teste, n=¢



37

4.2 Efeito da pioglitazona e do fenofibrato sobreresposta nociceptiva

induzida pelo formaldeido em camundongos

A injecao s.c. do formaldeido (0,92%, RD no dorso da pata posterior direita dos
camundongos induziu comportamento nociceptivo taraado por lambida da pata injetada.
As duragdes do comportamento nociceptivo na prarema segunda fase foram as seguintes:
grupo tratado com DMSO 10% (4 ml/kg, i.p., -1 hyY8+ 13 e 208t 35 s; grupo tratado com
CMC 0,5% (4 ml/kgp.o, -2 h) = 116+ 10 e 151+ 29 s; grupo tratado com CMC 0,5% (4
ml/kg, p.o, -4 h) = 93+ 15 e 187+ 34 s; grupo tratado com CMC 0,5% (4 ml/kg.ga,
sete dias) =82 8 e 198t 23 s (FIG 6, 7, 8 € 9).

O tratamento prévio com a pioglitazona (1, 5 oun&Pkg, i.p., -1 h) ndo alterou a
primeira fase, mas inibiu a segunda fase @84, 52+ 23 e 36+ 17 s, respectivamente) da
resposta nociceptiva induzida por formaldeido (B)GDe forma semelhante, o tratamento
prévio com a pioglitazona (50 ou 100 mg/kgo., -2 h) ndo alterou a primeira fase, mas
inibiu a segunda fase (81 18 e 74+ 14 s, respectivamente) dessa resposta (FIG 7). O
tratamento agudo com o fenofibrato (100 ou 300 mgllo,, -4 h) ndo alterou a primeira e a
segunda fases da resposta nociceptiva induzida fpatealdeido (FIG 8). O tratamento
prolongado com o fenofibrato (300 mg/kg.diay. sete dias) ndo alterou a primeira fase, mas

inibiu a segunda fase (12422 s) da resposta nociceptiva induzida pelo fadgidb (FIG 9).
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Figura 6 — Efeito do tratamento agudo com a pioglitazoraesa resposta nociceptiva
induzida pelo formaldeido em camundongos. Pioglitaz(Pio; 1, 5 ou 25 mg/kg, i.p.)
ou veiculo (DMSO 10%; 4 ml/kg, i.p.) foram adminggtos 1 h antes da injecéo s.c. do
formaldeido (0,92%, 2Q1l). * e * indicam diferenca estatisticamente significativa e
relacdo ao grupo controle e ao grupo tratado com 1IPmg/kg, respectivamente,
P<0,05 n=6.
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Figura 7 — Efeito do tratamento agudo com a pioglitazonares@ resposta nociceptiva
induzida pelo formaldeido em camundongos. Pioglitaz(Pio; 50 ou 100 mg/k@.0.) ou
veiculo (CMC 0,5%, 4 ml/kgp.o.) foram administrados 2 h antes da inje¢cdo s.c. do
formaldeido (0,92%, 2Q1l). * indica diferenca estatisticamente signifigatiem relacdo ao
grupo controleP<0,05, n=6.
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Figura 8 — Efeito do tratamento agudo com o fenofibratorsad resposta nociceptiva
induzida pelo formaldeido em camundongos. Fendbkifégeno; 100 ou 300 mg/kg,0) ou
veiculo (CMC 0,5%, 4 mil/kgp.o) foram administrados 4 h antes da inje¢cdo s.c. do
formaldeido (0,92%, 2Ql), n=6
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Figura 9 — Efeito do tratamento prolongado com o fenofibisdbre a resposta nociceptiva
induzida pelo formaldeido em camundongos. Fendbb(a0 ou 100 mg/kg.digy.0) ou
veiculo (CMC 0,5%, 4 ml/kg.dig.o.) foram administrados por sete dias antes dadnjec
s.c. do formaldeido (0,92%, 2@). * indica diferenca estatisticamente signifigatiem

relacdo ao grupo controle<0,05 n=8.
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4.3 Efeito da pioglitazona e do fenofibrato sobraladinia mecanica induzida

pela carragenina em ratos

A injecdo i.pl. da carragenina (5Q@, 50 pl) na pata posterior direita dos ratos
tratados com DMSO 10% (2 ml/kg, i.p.) ou com CM&9,(2 ml/kg,p.0) induziu alodinia
mecanica (FIG 10, 11 e 12). A alodinia foi obseavdti ap6s a injecdo da carragenina e se
manteve ao longo do periodo experimental (6 h).

O tratamento prévio com a pioglitazona (10 ou 5Qkmgi.p., -1 h) ou com o
fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.o., -4 h) ndo alterou a alodinia mecéanica induzida pe
carragenina (FIG 10 e 11). Por outro lado, a fassal dessa resposta (2 h) foi inibida pelo
tratamento prolongado com o fenofibrato (100 ou 3@kg.dia,p.o, sete dias - FIG 12).
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Figura 10 — Efeito do tratamento agudo com a pioglitazonlares@a alodinia mecanica

induzida pela carragenina em ratos. Pioglitazona; (F0 ou 50 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(DMSO 10%, 2 ml/kg, i.p.) foram administrados 1 rtes da injecdo i.pl. da carragenina

(500pg, 50ul), n=6.
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Figura 11 — Efeito do tratamento agudo com o fenofibratorasod alodinia mecéanica

induzida pela carragenina em ratos. FenofibratoqF&00 ou 300 mg/kg.0) ou veiculo

(CMC 0,5%, 2 ml/kgp.o.) foram administrados 4 h antes da injecdo i.pl.cdrragenina

(500pg, 50ul), n=6.
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Figura 12 — Efeito do tratamento prolongado com o fenofibrsabre a alodinia mecéanica
induzida pela carragenina em ratos. FenofibratamdF400 ou 300 mg/kg.digy.0) ou
veiculo (CMC 0,5%, 2 ml/kgp.o.) foram administrados por sete dias antes daéojepl.
da carragenina (500Qg, 50ul). * indica diferenca estatisticamente signifigatiem relacéo

ao grupo controlé?<0,05,n=7-9.
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4.4 Efeito da pioglitazona e do fenofibrato sobredema de pata induzido pela

carragenina em ratos

A injecao i.pl. da carragenina (5Q@, 50 pl) na pata posterior esquerda dos ratos
tratados com DMSO 10% (2 ml/kg, i.p.) ou com CMGB%,(2 ml/kg,p.o) induziu edema,
que se estabeleceu 1 h apds a injecdo da carragdoilfmaximo em torno de 4 h e se
manteve ao longo do periodo experimental (24 I3 (B3, 14, 15 e 16).

A administracdo i.p. da pioglitazona (10, 25 ou rBf@/kg, -1 h) inibiu o edema
induzido pela carragenina (FIG 13). Embora a adstrangdo i.p. desse agonista tenha inibido
o edema induzido pela carragenina, tal efeito ndoldservado quando a pioglitazona (50 ou
200 mg/kg) foi administrada.o. (FIG 14). O tratamento agudo (100 ou 300 mgkg, -4 h)
ou prolongado (100 ou 300 mg/kg.diap, sete dias) com o fenofibrato inibiu o edema

induzido pela carragenina (FIG 15 e 16).
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Figura 13 — Efeito do tratamento agudo com a pioglitazoraeso edema de pata induzido

pela carragenina em ratos. Pioglitazona (Pio; 22%®u 50 mg/kg, i.p.) ou veiculo (DMSO

10%, 2 ml/kg, i.p.) foram administrados 1 h antasrgecao i.pl. da carragenina (50, 50

ul). * e * indicam diferenca estatisticamente significativarelacéo ao grupo controle e ao

grupo tratado com Pio 2 mg/kg, respectivamepte)),05 n=6.

Grupo Volume basal de pata (ml)
Veiculo 1,30 £0,05
Pio 2 1,31 +£0,03
Pio 10 1,25 +£0,06
Pio 25 1,29 £0,04
Pio 50 1,29 £0,04
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Figura 14 — Efeito do tratamento agudo com a pioglitazoraeso edema de pata induzido
pela carragenina em ratos. Pioglitazona (Pio; 5@@umg/kg,p.o) ou veiculo (CMC 0,5
%, 2 ml/kg,p.o.) foram administrados 2 h antes da injecdo i.plcarragenina (500g, 50

ul), n=6

Grupo Volume basal de pata (ml)
Veiculo 1,42 £0,04
Pio 50 1,40 £0,03
Pio 200 1,42 £0,02
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Figura 15 — Efeito do tratamento agudo com o fenofibratasabedema de pata induzido
pela carragenina em ratos. Fenofibrato (Feno; 1080® mg/kg,p.0) ou veiculo (CMC
0,5%, 2 ml/kg,p.o.) foram administrados 4 h antes da injecdo i.plcarragenina (500g,
50 ul). * indica diferenca estatisticamente signifigatiem relacdo ao grupo controfes
0,05 n=6.

Grupo Volume basal de pata (ml)
Veiculo 1,33+ 0,06
Feno 100 1,33 +0,04
Feno 300 1,33+ 0,06
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Figura 16 — Efeito do tratamento prolongado com o fenofibrabbre o edema de pata

induzido pela carragenina em ratos. Fenofibraton@gFd.00 ou 300 mg/kg.digy.0) ou

veiculo (CMC 0,5%, 2 ml/kgp.o.) foram administrados por sete dias antes dadojepl.

da carragenina (500Qg, 50ul). * indica diferenca estatisticamente signifigatiem relagéao

ao grupo controlé?< 0,05 n=6.

Grupo Volume basal de pata (ml)
Veiculo 1,27 £ 0,02
Feno 100 1,26 £ 0,01
Feno 300 1,23 +0,01
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4.5 Efeito da pioglitazona e do fenofibrato sobraladinia mecanica induzida

pelo PDD em ratos

A injecao i.pl. de PDD (0,jug, 50ul) na pata posterior direita dos ratos tratados com
DMSO 10% (2 ml/kg, i.p.) ou com CMC 0,5% (2 ml/igo) induziu alodinia mecanica (FIG
17, 18 e 19). A alodinia foi observada 2 h apasjecéo de PDD e se manteve ao longo do
periodo experimental (6 h).

O tratamento agudo com a pioglitazona (10 ou 50kgagip., -1 h) ou com o
fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.o, -4 h), bem como o tratamento prolongado com o
fenofibrato (100 ou 300 mg/kg.dig.o, sete dias), ndo alteraram a alodinia mecéanica
induzida pelo PDD (FIG 17, 18 e 19).
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Figura 17 — Efeito do tratamento agudo com a pioglitazonlares@a alodinia mecanica
induzida pelo PDD em ratos. Pioglitazona (Pio; 1050 mg/kg, i.p.) ou veiculo (DMSO
10%, 2 mi/kg, i.p.) foram administrados 1 h antasnjecéo i.pl. do PDD (fug, 50pl), n=6.

—Veiculo Feno 100 W Feno 300
10 T 5 ] ]
©
©
S 84
©
g 6
.©
(@)
S 47
He ]
O
@ 24
LT
o L1172

Basal
Tempo (h)

Figura 18 — Efeito do tratamento agudo com o fenofibratorsod alodinia mecanica
induzida pelo PDD em ratos. Fenofibrato (Feno; 000 mg/kgp.o) ou veiculo (CMC
0,5%, 2 ml/kg,p.0.) foram administrados 4 h antes da injecéo i.p|P®D (1pug, 50 ul),
n=6.
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Figura 19 — Efeito do tratamento prolongado com o fenofibrstbre a alodinia mecéanica
induzida pelo PDD em ratos. Fenofibrato (Feno; #00300 mg/kg.diap.o) ou veiculo
(CMC 0,5%, 2 ml/kgp.o.) foram administrados por sete dias antes dadnjepl. do PDD
(1 pg, 50ul), n=7-9.
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4.6 Efeito da pioglitazona e do fenofibrato sobredema de pata induzido pelo

PDD em ratos

A injecao i.pl. de PDD ({ug, 50pul) na pata posterior esquerda dos ratos tratados co
DMSO 10% (2 mil/kg, i.p.) ou com CMC 0,5% (2 ml/kg,0) induziu edema que se
estabeleceu 1 h apos a injecdo de PDD, foi médximtoeno de 8 h e se manteve ao longo do
periodo experimental (24 h) (FIG 20, 21 e 22).

O tratamento com a pioglitazona (50 mg/kg, i.ph)inibiu a fase inicial (2 e 4 h) do
edema induzido pelo PDD (FIG 20). O tratamento agid®0 ou 300 mg/kgp.o., -4 h) ou
prolongado (100 ou 300 mg/kg.dia0, sete dias) com o fenofibrato ndo alterou o edema
induzido pelo PDD (FIG 21 e 22).
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Figura 20 — Efeito do tratamento agudo com a pioglitazoraeso edema de pata induzido
pelo PDD em ratos. Pioglitazona (Pio; 10 ou 50 mgikp.) ou veiculo (DMSO 10%, 2
ml/kg, i.p.) foram administrados 1 h antes da iage¢pl. do PDD (1ug, 50pl). * indica

diferenca estatisticamente significativa em relag@grupo controlé?<0,05 n=6.

Grupo Volume basal de pata (ml)
Veiculo 1,27 £ 0,04
Pio 10 1,26 £ 0,07
Pio 50 1,26 £ 0,06
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Figura 21 — Efeito do tratamento agudo com o fenofibratasabedema de pata induzido
pelo PDD em ratos. Fenofibrato (Feno; 100 ou 30kgg.0.) ou veiculo (CMC 0,5%, 2
ml/kg, p.o.) foram administrados 4 h antes da injecdo i@PB®D (1ug, 50ul), n=6.

Grupo Volume basal de pata (ml)
Veiculo 1,39 £ 0,05
Feno 100 1,39 + 0,07
Feno 300 1,39 £ 0,05
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Figura 22 — Efeito do tratamento prolongado com o fenofibrabbre o edema de pata
induzido pelo PDD em ratos. Fenofibrato (Feno; ®00300 mg/kg.diap.o) ou veiculo
(CMC 0,5%, 2 ml/kgp.o.) foram administrados por sete dias antes dadnjéepl. do PDD

(1 g, 50ul), n=7.

Grupo Volume basal de pata (ml)
Veiculo 1,35+ 0,04
Feno 100 1,35+ 0,04
Feno 300 1,35+0,04
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4.7 Efeito da pioglitazona e do fenofibrato sobriehre induzida pelo LPS em

ratos

A injecdo i.v. do LPS (5@g/kg) em ratos tratados com DMSO 10% (2 mi/kg) iop.
com CMC 0,5% (2 mi/kgp.o) induziu febre que se estabeleceu 2 h apés angegho, foi
maxima em torno de 6 h e se manteve ao longo dodweexperimental (8 h) (FIG 23, 25 e
26).

O tratamento com a pioglitazona (10 ou 50 mg/kdh)-Exacerbou a febre induzida
pelo LPS (2 e 4 h — FIG 23). A pioglitazona (50 kagg/i.p.), per se elevou a temperatura
colénica dos ratos. Essa elevagdo da temperatumstabeleceu 4 h apos a injecdo da
pioglitazona e se manteve ao longo do periodo erpatal (8 h) (FIG 23 e 24). O tratamento
agudo (100 ou 300 mg/kg@,0, -4 h) ou prolongado (100 ou 300 mg/kg.ghay, sete dias)
com o fenofibrato, ndo alterou a febre induzida p&S (FIG 25 e 26).
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Figura 23 — Efeito do tratamento agudo com a pioglitazoraesa resposta febril induzida
pelo LPS em ratos. Pioglitazona (Pio; 10 ou 50 gpgilp.) ou veiculo (DMSO 10%, 2
ml/kg, i.p.) foram administrados 1 h antes da i@@etv. do LPS (5Qug/kg). * e” indicam
diferenca estatisticamente significativa em relag@® grupos tratados com veiculo + salina

e com veiculo + LPS, respectivameritg;0,05 n=5.
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Figura 24 — Efeito do tratamento agudo com a pioglitazoraesa temperatura colénica de
ratos. Pioglitazona (Pio; 10 ou 50 mg/kg) ou veicDMSO 10%, 2 ml/kg) foram
administrados por via i.p. * indica diferenca dstatamente significativa em relacdo ao

grupo controleP<0,05 n=5.
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Figura 25 — Efeito do tratamento agudo com o fenofibratore@bresposta febril induzida
pelo LPS em ratos. Fenofibrato (Feno; 100 ou 30kgn@.o.) ou veiculo (DMSO 10%, 2
ml/kg, p.o.) foram administrados 4 h antes da injecdo i.v.L&& (50ug/kg). * indica
diferenca estatisticamente significativa em relagd@grupo tratado com veiculo + saliRa;
0,05, n=6.
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Figura 26 — Efeito do tratamento prolongado com o fenofibrabbre a resposta febril
induzida pelo LPS em ratos. Fenofibrato (Feno; @00300 mg/kg.diap.o) ou veiculo
(DMSO 10%, 2 ml/kgp.o.) foram administrados por sete dias antes da&ojeg. do LPS
(50 ng/kg), n=7.
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4.8 Efeito da pioglitazona e do fenofibrato sobrgranuloma induzido pelo

algodao em ratos

A implantacdo de um chumaco de algodédo (20 mg)eg&o abdominal dos ratos
tratados com DMSO 10% (1 ml/kg, i.p.) ou com CMG&9%, (2 ml/kg, p.o) levou ao
desenvolvimento do granuloma (6B mg para ambos 0s grupos).

O desenvolvimento do granuloma né&o foi alterado peftamento com a pioglitazona
(10 e 25 mg/kg.dia, i.p., sete dias) ou com o fiéanato (100 ou 300 mg/kg.dip,0, sete dias
- FIG 27 e 28), mas foi inibido pelo tratamento cmmometacina (4 mg/kg.dig.o., sete
dias) (NaHCQ0,5% = 67+ 3 e indometacina = 572 mg - FIG 29).

O tratamento prolongado com pioglitazona, fenofib@ indometacina ndo alterou a
massa corporal dos animais. As massas dos animdig mla remogao dos granulomas foram
as seguintes: 25014 e 270t 5 para os grupos tratados com DMSO 10% e pioglitaz25
mg/kg), respectivamente; 2545 e 253+ 5 g para os grupos tratados com CMC 0.5% e
fenofibrato (300 mg/kg), respectivamente; 2313 e 230Gt 9 g para 0s grupos tratados com

NaHCG; 0,5% e indometacina, respectivamente.

4.9 Resumo dos resultados

A tabela 1 indica um resumo dos resultados obtdgsresente estudo.
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Figura 27 — Efeito do tratamento prolongado com a pioglitezsobre o desenvolvimento
do granuloma induzido pelo algoddo em ratos. Ramgina (Pio; 10 ou 25 mg/kg.dia, i.p.)
ou veiculo (DMSO 10%, 2 ml/kg, i.p.) foram adminggtos por sete dias ap6s a implantacéo

do algodéao, n=5.
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Figura 28 — Efeito do tratamento prolongado com o fenofibrasobre o

desenvolvimento do granuloma induzido pelo algaosi&oratos. Fenofibrato (Feno; 100
ou 300 mg/kg.diap.o) ou veiculo (CMC 0,5%, 2 ml/kg.o.) foram administrados por

sete dias apos a implantacéo do algodéao, n=>5.
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Figura 29 — Efeito do tratamento prolongado com a indometacsobre o
desenvolvimento do granuloma induzido pelo algodi@ometacina (4 mg/kg.dia,
p.0) ou veiculo ( NaHC®0,5%, 2 ml/kgp.o.) foram administrados por sete dias

apos a implantacéo do algodéao, n=>5.

Tabela 1 —-Resumo dos resultados

Pioglitazona Fenofibrato Fenofibrato

(agudo) (prolongado)
Placa quente o - o

Formaldeido | 28 fase o | 22 fase
Alodinia-carragenina o . !
Edema-carragenina l ! !
Alodinia-PDD - - o
Edema-PDD l - o
Febre i - o
Granuloma - o

- - nenhuma alteragéo
| - inibicéo

1 - exacerbacao

--- - ndo realizado

60
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5 DISCUSSAO

Vérios estudodn vitro e alguns estudos vivo demonstraram que agonistas de
PPARx e PPAR apresentam atividade antiinflamatéria (DEVCHANDaL, 1996; RICOTE
et al, 1998; CUZZOCRE-/et al, 2002). Por outro lado, também ha alguns estudegro
que demonstraram propriedades inflamatérias dosistgs desses receptores (CERNUDA-
MOROLLON et al, 2002; BECKet al, 2003; DESMETet al, 2005). O presente estudo
demonstrou que a pioglitazona e o fenofibrato, mgasm de PPAR e PPAR,
respectivamente, apresentam atividade antinocicepi antiedematogénica em diferentes
modelos experimentais.

O primeiro modelo usado para avaliar o potenciait@f antinociceptivo da
pioglitazona e do fenofibrato foi 0 modelo da placente. Nesse modelo, a temperatura da
placa representa um estimulo nocivo e causa a;atwvdireta dos nociceptores (Le BARS
al., 2001). O tratamento agudo com a pioglitazondratamento agudo ou prolongado com o
fenofibrato n&o inibiram a resposta nociceptivasaanodelo. E amplamente conhecido que
um aumento da laténcia para a apresentacdo dastaspociceptiva nesse modelo
experimental ocorre ap0s o tratamento com drogagde predominantemente central, como
analgésicos opidides (LO&t al, 1976), antidepressivos triciclicos (ROSLANDal, 1988),
agonistas gabaérgicos (LEVY & PROUDFIT, 1977) eieqifepticos (MESDJIANet al,
1983). O efeito antinociceptivo induzido por essasgas no modelo da placa quente é
atribuido a inibicdo do processamento nociceptimastruturas espinhais ou supraespinhais.
De forma semelhante, a pioglitazona e o fenofibtamabém néo inibiram a primeira fase da
resposta nociceptiva induzida pela injecdo s.c.falmaldeido. A resposta nociceptiva
induzida pelo formaldeido apresenta duas fasepageem envolver diferentes mecanismos
(DUBUISSON & DENNIS, 1977). A primeira fase comeagadiatamente apos a injecéo de
formaldeido, dura em torno de 5 min e, provavelmesvolve a estimulacdo quimica direta
dos nociceptores, principalmente as fibraseAC (PUIG & SORKIN, 1995). Em seguida, ha
um periodo de 5 a 10 min, no qual os animais apt&seum reduzido comportamento
sugestivo de nocicepcdo. A segunda fase da resposteeptiva comeca 15 min apos a
injecdo do formaldeido, dura em torno de 30 mingaso de camundongos, e esta relacionada
ao desenvolvimento de resposta inflamatéria locsresibilizacdo de neurénios localizados
no corno dorsal da medula espinhal (DUBNER & RUAY92). Da mesma forma como

ocorre com o0 modelo da placa quente, drogas amnedgése acdo predominantemente central
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inibem a primeira fase da resposta nociceptiva ndato do formaldeido, enquanto drogas
que inibem a producédo ou a acdo de mediadoresnaftaios geralmente ndo inibem ou
inibbem essa fase de forma parcial quando admidesraem doses muito elevadas
(DUBUISSON & DENNIS, 1977; HUNSKAAR & HOLE, 1987).

A auséncia de efeito sobre a resposta nociceptivaagdelo da placa quente e sobre a
primeira fase da resposta nociceptiva induzida feelnaldeido sugere que a pioglitazona e o
fenofibrato n&do induzem alteracbes do processamaatticeptivo no SNC ou dos
mecanismos de ativacdo direta dos nociceptoresgtomulos térmicos ou quimicos nocivos,
de forma que ocorra uma alteracdo do comportanmerticeptivo apresentado pelos animais.
Apesar dos PPAR e PPAR terem sido identificados em neurdnios de diveesasituras do
SNC e também em células gliais (CULLINGFORDal, 1998; CRISTIANCet al, 2001;
MORENO et al, 2004), ainda ndo ha evidéncias de que essedstapIpossam alterar

mecanismos que sejam relevantes para o processanuaiteptivo no SNC.

Embora o efeito dos agonistas de PRAR PPAR em modelos de nocicepgao
imediata, resultante da ativacdo direta de noaeept ndo tenha sido observado, outros
resultados do presente estudo demonstraram ques eksgas apresentam atividade
antinociceptiva em modelos de nocicepcdo associadaflamacdo e também atividade
antiedematogénica. Essas atividades variaram egddutho modelo experimental, do subtipo
de PPAR com o qual o agonista interage, da espé&aeda e também da duracdo do

tratamento.

Os resultados do presente estudo demonstraram gegunda fase da resposta
nociceptiva induzida pelo formaldeido foi inibid&lgp administracdo de dose Unica da
pioglitazona, tanto pela via i.p. quange, e pelo tratamento prolongado com fenofibrato. O
edema induzido pela carragenina foi inibido pelataimento agudo com a pioglitazona
administrada pela via i.p., mas n@m., e pelo tratamento agudo e prolongado com o
fenofibrato. Entretanto, somente o fenofibrato, rglea administrado de forma prolongada,
inibiu a fase inicial da alodinia mecéanica induzi#da carragenina. E possivel que os efeitos
antinociceptivo e anti-edematogénico induzidos pelgonistas de PPAR estejam associados
a inibicdo da producéo ou acao de diversos mediadoflamatérios envolvidos na resposta

nociceptiva e no edema induzidos pelo formaldeipela carragenina.

A carragenina induz a migragcdo de células inflaneddpara o local da injecado que,

juntamente com ceélulas residentes, produzem medisdoimportantes para o0
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desenvolvimento da inflamacdo (VINEGARt al, 1987; SALVEMINI et al, 1996;
CUZZOCREA et al, 2002). Dessa forma, as drogas que inibem a gégraelular, a
alteracéo fenotipica dessas células ou a liberdganediadores inflamatorios podem inibir o

edema e a alodinia mecanica induzidos pela cairsgen

Os agonistas de PPARapresentam algumas ac¢fes sobre as células eraslnal
inflamacédo. A primeira demonstracao foi feita pocd® et al (1998) ao observarem que
macréfagos previamente tratados com agonistas deRyR estimulados com IFM-
apresentam aspecto de células ndo estimuladas. &gseistas também inibem a migracdo de
monaocitos (KINTSCHERet al, 2000) e de polimorfonucleares (CUZZOCRE®al, 2002)
induzida por diferentes estimulos quimiotaticosl#d-PGJd também foi sugerida como um
regulador negativo da funcdo de macrofagos, paiseim quimiotaxia, a adesdo e a
fagocitose, bem como a producéo de anion super@xiio peréxido de hidrogénio por essas
células (AZUMAet al, 2001).

Vérios estudos demonstraram que citocinas inflan@sto produzidas por células
residentes ou células que migraram para o sitibtanmatorio, contribuem para o
desenvolvimento da sensibilizacdo dos nocicep®dEsenvolvimento de alodinia térmica ou
mecanica apos a injecdo da carragenina e també&amapasposta nociceptiva induzida pelo
formaldeido. A injecdo da carragenina na pata deas experimentais induz a producao
local de citocinas inflamatérias, incluindo TNE4L-13 e IL-6 (PORTANOVAet al, 1996;
CUNHA et al, 2000, WANGet al, 2004), entre outras. De forma complementarjkacio
da atividade dessas citocinas, por meio do usonteogos ou de antagonistas dos seus
receptores inibe a sensibilizacdo induzida pelaaganina (CUNHAet al, 2000). Ha
evidéncias de que as citocinas inflamatérias, aléninduzirem a mudanca fenotipica dos
nociceptores, contribuem para o desenvolvimentalteacdes vasculares que conduzem ao
edema (De YOUNGt al, 1987; CHANDRASEKHARet al, 1990; HRUBEYet al, 1991).

O papel das citocinas inflamatérias na inducdo @sposta nociceptiva induzida pelo
formaldeido também €& conhecido. A inibicho da d#de das principais citocinas
inflamatorias, TNFe, IL-1[3 e IL-6, atenua a resposta nociceptiva induzida feimaldeido
em ratos (WATKINSet al, 1997; CHICHORRt al, 2004).

Tendo em vista essas informacdes, o efeito inibitdo fenofibrato e da pioglitazona
sobre o edema induzido pela carragenina e sobresgosta nociceptiva induzida pelo
formaldeido, bem como o efeito inibitorio do fehoéito sobre a fase inicial da alodinia

mecanica induzida pela carragenina, podem resyl&éo, menos em parte, da inibicdo da
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producdo de citocinas inflamatorias. Varios estudogtro e in vivo demonstraram que 0s
agonistas de PPARe PPAR inibem a producdo de varias citocinas inflamagdapds a
estimulacado com diferentes agentes.

Os fibratos inibem a expressdo do gene de IL-6 éLe (STAELS et al, 1998;
DELERIVE et al, 2000; KIPPENBERGERet al, 2001; OKAMOTOet al, 2005) e a
producdo de IL-& e TNFa (SHEU et al, 2002) induzidas por diferentes estimulos
inflamatdrios. O WY-14,643, inibe a expressdo doegde IL-2 e aumenta a expressdo do
gene de IL-4, uma citocina com propriedades atdimdtorias, induzidas por mitdgenos em
esplendcitos de camundongos. Todos esses efeitmsewc de forma independente de
PPARX, uma vez que essas respostas sao obtidas emdaesjolere animais deficientes para
o receptor (CUNARLDet al, 2002). Os agonistas de PPARcluindo as TZDs e a 15d-P£5J
também inibem a producéo de citocinas inflamatdmsdiferentes células apés estimulacéao
por agentes inflamatérios diversos. Entre as citcicuja producéo € inibida pelos agonistas
PPARy, podem ser citadas ILBLIL-2, IL-6, IL-8, IFN-y e TNFa (MAGGI Jr et al, 2000;
UCHIMURA et al, 2001; CUNARDet al, 2002; OKAMOTOet al, 2005).

Outro potencial alvo para explicar os efeitos adgmatogénico e antinociceptivo dos
agonistas de PPARe do efeito anti-edematogénico dos agonistas é&kiPB a producao de
eicosandides e de NOA injecdo intraplantar da carragenina induz adpgdo local de
eicosandides e aumenta a expressao do gene da iNQ& resulta em producéo local de
PGE e NO (SALVEMINI et al, 1996). Também ha evidéncias de que a producdo de
eicosanoides e Nha medula espinhal ocorra durante resposta ndisiaeimduzida pela
injecdo da carragenina ou do formaldeido na patdARMAN & DICKENSON, 1992;
MALMBERG & YAKSH, 1995; YANG et al, 1996). Suporte adicional ao papel dos
eicosandides e do NMa inducdo da resposta nociceptiva induzida paimdldeido e da
alodinia induzida pela carragenina provém de estugle demonstraram que inibidores da
sintese desses mediadores atenuam essas respdstasistracdo sistémica ou intratecal de
inibidores da COX e da sintese de ‘N&enua a resposta nociceptiva induzida pelo
formaldeido e a alodinia induzida pela carragen@ORE et al, 1991; SEIBERTet al,
1994; EUCHENHOFERet al, 1998; HANDY et al, 1998). O edema induzido por esse
estimulo inflamatério também é reduzido por drogaes inibem a producdo de eicosanoides,
como o acido acetilsalicilico e a indometacina (WHR et al, 1962; SEIBERet al, 1994),
ou a producao de NCOcomo o N-omega-nitro-L-arginina metil éster B@-nitro-L-arginina
metil éster (IALENTI et al, 1992; MEDEIROSet al, 1995). Estudos mais recentes
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demonstraram que, entre as isoformas da COX, a ZQ@)fresenta papel extremamente
relevante para a sintese de eicosanoides quelzmrtripara a resposta nociceptiva e o edema
induzidos pela carragenina (YAMAMOTO & NOZAKI-TAGUAI, 1996 e 1997; DIRIGet

al., 1998; HAY & de BELLEROCHE, 1998; IBUKét al, 2003; SHINet al, 2004), o que
justifica o efeito antinociceptivo e antiedematdgénnduzido por inibidores seletivos dessa
isoforma (CHANet al, 1999; FRANCISCHEt al, 2002).

Além dos antiinflamatorios ndo-esteroides tradiaisnvarios estudos demonstraram
gue os agonistas de PPAR PPAR inibem a producdo de eicosandides e de, MQue
pode contribuir para o efeito antiedematogénicataaciceptivo induzido por essas drogas.
Assim, os agonistas de PPYARibem a expressao dos genes de COX-2 e INOSnassno
a producdo de COX-2, PGEe NO em macréfagos ativados por diversos estimulos
inflamatorios (RICOTEet al, 1998; INOUEet al, 2000; MAGGI Jret al, 2000; SHIOJIRI
et al, 2002; SAWANOet al, 2002). A inibicdo da producdo de N®da expressao de iINOS
também foi demonstrada em outros tipos celulamapcem midcitos cardiacos e em células
de Kupffer (UCHIMURA et al, 2001; MENDEZ & LaPOINTE, 2003). Os agonistas de
PPARx também reduzem a expressao dos genes de COXQS®éMN producdo de COX-2 e
NO induzidas por diferentes estimulos inflamatoériosa@lulas musculares de aorta, cultura
primaria de hepatdcitos, células RAW264.7, adiodce microglia (COLVILLE-NASHet
al., 1998; STAELSet al, 1998; DELERIVEet al, 2000; PAHANet al, 2002; LOVETT-
RACKE et al, 2004).

Em associag&o mais direta com os resultados dergeesstudo, Taylat al (2002) e
Cuzzocreeet al (2004) também demonstraram que a rosiglitazoie io0 edema induzido
por carragenina. No conduzido por Cuzzoatal (2004), também foi avaliado o efeito de
rosiglitazona no modelo de pleurisia induzida panragenina, sendo observada a reducédo da
producdo de NQ COX-2, PGE, TNF-a e IL-1B. Todos esses efeitos estdo associados a
ativacdo de PPAR tendo em vista que sao revertidos por um antaggode PPAR Taylor
et al (2002) também demonstraram que o acido perflabandico e o WY-14,643, dois
agonistas de receptores PRARinibem o edema e a alodinia térmica induzidosa pel
carragenina.

Uma vez que a administragcdo dos agonistas de PRARPAR foi feita por via
sistémica e o envolvimento dos eicosandides e donld@acilitacdo da resposta nociceptiva

induzida pelos estimulos usados no presente estiaice tanto no local da injecdo quanto no
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SNC, néo é possivel sugerir se o efeito antinotiaepduzido por esses agonistas resulta de

uma acao central ou periférica.

Alguns aspectos que indicam diferencas entre osisigs de PPARe PPARI e
também diferencas entre as respostas apresentadas @spécies usadas devem ser
ressaltados em relacédo aos efeitos observados oaslon da resposta nociceptiva induzida
pelo formaldeido e da alodinia mecéanica e do ededwaidos pela carragenina.

Primeiro, a atividade antinociceptiva do fenofibr&bi observada apds o tratamento
prolongado. Esse resultado se assemelha aqueldrds estudos que também demonstraram
qgue véarios efeitos dos agonistas de P&AIRbre o metabolismo lipidico s6 sdo observados
apos tratamento com varias doses. Entretanto, enagsio de que a inibicdo do edema foi
observada apos dose Unica do fenofibrato indica @gieagonistas de PPARdevem
apresentar multiplos mecanismos de acdo que seekstam de forma variada no aspecto
temporal.

Segundo, o efeito dos agonistas de PPARPPARX foi mais evidente no modelo da
resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido de Qo modelo da alodinia mecéanica
induzida pela carragenina. Nesse ultimo modelo, i@litaizona nédo induziu efeito
antinociceptivo, enquanto o fenofibrato apenasiuné fase inicial da resposta nociceptiva.
Muitos estudos demonstraram que a sensibilizac&o eatimulos térmicos e mecanicos
induzida pela carragenina e a resposta nociceptiitezida pelo formaldeido se assemelham
em Vvarios aspectos, principalmente em relacdo aukadiores envolvidos tanto no local da
injecdo quanto no SNC. Entretanto, ha estudos @meodstram que, apesar das grandes
semelhancas, ha diferencas que podem explicarede<etlistintos de algumas drogas sobre
as duas respostas (HONOREal, 2002; McGARAUGHTYet al, 2003; PADIet al,, 2004).

Terceiro, foi observada uma diferenca entre ratoameundongos quanto aos efeitos
induzidos pela pioglitazona apds administracaceipo. A pioglitazona, administrada por via
I.p. e p.o, inibiu a segunda fase da resposta nociceptivecamundongos, mas apenas a
administracao i.p. desse agonista PRA#biu 0 edema induzido pela carragenina em ratos.
Poderia ser sugerido que tal diferenca resultarialdsorcdo inadequada de pioglitazona apés
a administracdop.o. em ratos, mas ndo em camundongos. Entretantoedtddos
demonstrando que pioglitazona € absorvida de faueguada apos a administragéa em
ratos (MAESHIBAet al, 1997; FUJITAet al, 2003) e que a administracfm. dessa droga

induz efeitos sobre varios parametros metabdlicaolre a pressdo arterial e também
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alteracOes estruturais em diversos tecidos degszcies Embora de dificil explicacdo, é
importante relatar esses resultados distintos a@@hninistracao i.p. |g.0. para que se possa
estabelecer conclusfes adequadas quanto aos éfdilaglos pela pioglitazona, uma vez que

0S mesmos podem variar de forma ampla em func&@adte administracao.

Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre dil pantiinflamatério dos
agonistas de PPAR, foi investigado o efeito dalpgaxgpna e do fenofibrato sobre a alodinia
mecanica e o edema induzidos pelo PDD em ratos tessamenta farmacolégica é um
ativador de PKC, uma enzima que apresenta impergapel no processo inflamatério, sendo
induzida por diferentes estimulos (CORS&YRL, 1999; SAVKOVICet al, 2003). A injecédo
i.pl. do PDD induz comportamento nociceptivo caedztdo por lambida da pata injetada,
alodinia térmica e mecanica e edema de longa du&@UZAet al, 2002). Além disso, a
producdo de algumas citocinas inflamatorias, com@fd, IL-6 e TNF&, assim como a
expressdo de COX-2 e INOS, é estimulada pela d@ivag PKC (MILLERet al, 1997,
KONTNY et al, 1999; WANGet al, 2001). Apesar da injecdo do PDD e da carragenina
estimularem a producao local de varios mediadargsmatorios comuns, ha diferencas em
relacdo aos mecanismos envolvidos no edema e mAniaoinduzidos por esses dois
estimulos (COSTA, 2004). E possivel que a alodiméaanica induzida pelo PDD, diferente
daquela induzida pela carragenina, resulte daaghlierdireta da atividade de nociceptores e
nao seja dependente da producédo local de mediaddtasatorios (COSTA, 2004). Ha
varias evidéncias de que ativadores da PKC aumedimtamente a excitabilidade dos
nociceptores (SCHEPELMANNt al, 1993; LENGet al, 1996). Por outro lado, varios
mediadores estdo envolvidos no edema induzidoRiBld, uma vez que este foi inibido pelo
tratamento prévio com antagonistas de 5-hidroxénpna e de histamina, com inibidores da
sintese de NG também com AIEs (COSTA, 2004).

Outras justificativas para a investigacdo do efeibofenofibrato e da pioglitazona
sobre a alodinia e o edema induzidos pelo PDD s&@pientes de estudos que avaliaram o
efeito de agonistas de PPAR sobre a producédo déadoeds inflamatorios induzida por
ativadores da PKC. Foi observado que a,RGa 15d-PGlinibem a sintese de ILB1IL-6 e
TNF-a induzidas por PMA, um ativador da PKC, em cultdeamonécitos humanos (JIANG
et al., 1998; MEIERet al., 2002). Além disso, algumas TZDs, como a pioglitea, a
troglitazona e a rosiglitazona, inibem a producéssds citocinas inflamatérias de forma
parcial e aumentam a producédo de IL-1Ra por mam®eistimulados por forbol-12-miristato-
13-acetato (MEIERet al, 2002). Recentemente, Lo Vermeal (2005) demonstraram que a
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palmitoiletanolamida inibe o edema de orelha de uralongos induzido por 12-O-

tetradecanoilforbol-13-acetato, um ativador da P&, meio da interagcdo com o PPA&AR

Apesar da pioglitazona e do fenofibrato inibirenpraducédo de varios mediadores
inflamatorios que contribuem para o desenvolvimelst@dema induzido pelo PDD, apenas a
pioglitazona inibiu parcialmente o edema induzido gsse estimulo inflamatério. Embora os
resultados do presente estudo ndo permitam prapdes para essa diferenca entre os efeitos
induzidos pela pioglitazona e pelo fenofibrato, esegse que esses agonistas de PPAR
modulem de forma diferencial o processo inflamatéi auséncia de efeito dos agonistas de
PPAR sobre a alodinia mecéanica induzida pelo PQivgu#elmente esta relacionada ao fato
de que esse estimulo inflamatério induz alodinia pma acgdo direta em nociceptores.
Entretanto, deve ser enfatizado que mesmo a atodiecanica induzida pela carragenina,
que depende da producéo local de varios mediadoflasnatorios, ndo foi inibida pelos

agonistas de PPAR.

Uma vez que a pioglitazona e o fenofibrato inibiralgumas alteragdes locais
associadas a inflamacédo, foi investigado se esgemistas também podem inibir uma
manifestacdo sistémica, a resposta febril. Divecgasinas sdo mediadores importantes da
resposta febril induzida por LPS, sendo as maioitaptes o TNFt, o IFN+y, a IL-13 e a
IL-6 (LONG et al, 1990; KLUGER, 1991; SMITHet al, 1992; CHAlet al, 1996). De
acordo com a principal proposta para explicar aeg@€nda resposta febril, os pirogénios
exdgenos estimulam mondcitos/macrofagos e linféclita produzir citocinas inflamatérias
que também recebem a denominacdo de pirogénioggema) Essas citocinas circulantes
com propriedades pirogénicas alcancam o SNC, ondezém a producdo de P&GE
induzindo a febre (KLUGER, 1991; NETE# al, 2000). Também ha evidéncias de que as
citocinas pirogénicas possam ativar vias neuroaggseentes a partir de terminagdes vagais
localizadas na cavidade peritoneal, o que levar@teracoes da atividade de neurbnios
hipotalamicos e desenvolvimento de alteracfesldigicas que resultam no aumento da
producdo e retencdo de calor e, consequentemeleteac&® da temperatura corporal
(ROMANOVSKY et al, 2000).

Embora vérias citocinas inflamatorias e eicosargdidepresentem importantes
mediadores da resposta febril induzida por dif@®estimulos pirogénicos e que agonistas de
PPARx inibem a producam vitro desses mediadores por diferentes células apasustao
por diversos agentes, ndo foi observada alterag&esposta febril induzida pelo tratamento

agudo ou prolongado com fenofibrato. Em um estwio ema associacdo mais direta com o
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modelo de febre em ratos, realizado por Elilal. (1999), foi demonstrado que o tratamento

prolongado com o WY-14,643 e com o fenofibrato mdu expressdo e o aumento da

concentracdo plasmatica de TMFassim como aumenta a mortalidade de camundomgos e
resposta ao LPS. A auséncia de efeito antipirétiomo observado no presente estudo, e 0s
resultados do estudo de Halt al (1999) indicam que o efeito dos agonistas de RP#dbre

a producao de citocinas inflamatdrias varia emdongo estimulo usado e das condicfes de
estimulacdo e que nem sempre os resultados obidesro sdo totalmente preditivos

daqueles que ocorreim vivo.

De forma semelhante ao fenofibrato, a administragéale pioglitazona nao inibiu a
resposta febril induzida pelo LPS. Ao contrarigpiaglitazona exacerbou a resposta febril
induzida pelo LPS, assim como elevou a tempergiarase O interesse em investigar o
efeito dos agonistas de PPyABbbre a resposta febril induzida por LPS se joatém fungéo
da observacdo de que a 15d-RGiiministrada por via intracerebroventricularp@iessa
resposta em ratos (MOUIHATIEt al, 2004). Nesse estudo, a presenca de RPAR
hipotdlamo e o aumento da concentracdo de 15d-©@4 enzima envolvida na sua sintese
no fluido cerebroespinhal foram demonstrados, bemocuma associacdo entre o efeito

antipirético e uma reducéo da expressao de COXHpmalamo.

A exacerbacao da resposta febril induzida pelo EP& elevacdo da temperatura
induzida pela pioglitazonper se como observado no presente estudo, ndo podem ser
atribuidas a presenca de substancias pirogénicasionlo, uma vez que esse nao alterou a
temperatura dos animais. Uma possibilidade remota @resenca de contaminantes
pirogénicos na amostra de pioglitazona. Uma dasdsrde avaliar essa possibilidade seria a
administracdo da pioglitazormao. Entretanto, tal abordagem néo foi realizada, paisum
protocolo anterior foi observado que a pioglitazaciainistrada por essa via néo inibiu o
edema de pata induzido pela carragenina. Outrabjlatsde € que a pioglitazona, de forma
semelhante ao que foi relatado para outros agerifiR&R/, aumente a termogénese por meio
do aumento da expressdo da termogenina ou protkisacopladora no tecido adiposo
marrom de roedores, um efeito que pode contribaia P aumento da temperatura corporal
(TERUEL et al, 2003; SELLet al, 2004). Foi observado que o0 aumento da termogénes
induzido pelo agonista de PPpR&o ocorre apdés o tratamento isolado, mas é deiden
quando ha um aumento simultaneo da atividade sicapéBSELL et al, 2004), sendo essa
dltima alteracdo um evento importante durante posga febril. Estudos adicionais devem ser

conduzidos com o objetivo de avaliar essas posialis.
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Uma vez que os agonistas de PPAR sao indicadosopiedamento de doencas de
elevada prevaléncia como o diabetes mellitus tipe & dislipdemias, existe um grande
interesse em avaliar os seus efeitos sobre algsipsctds da resposta inflamatéria que
contribuem para a progressdo de uma complicacdaroente associada, a aterosclerose.
Sabe-se que a inflamacédo apresenta um papel edsemciodos os estagios da aterosclerose,
sendo caracterizada por acumulo de células inflamaat principalmente mondcitos que se
modificam em macrofagos, e a producdo de variodaderks inflamatérios que contribuem
para a formacdo da lesdo ateromatosa. Outro aspeqortante ocorrendo na placa
ateromatosa, diretamente associado a inflamac&o,aégiogénese, que contribui para a
proliferacdo de células musculares lisas e a pssge da placa (FOLKMAN, 1995;
WILLERSON et al, 2004). Assim, existe a possibilidade de quegamiatas de PPAR, além
do seu beneficio primario no tratamento do diabmeitus tipo 2 e de dislipdemias, também
poderiam contribuir para atenuar alguns parametftematérios, incluindo a angiogénese,

que contribuem de forma direta ou indireta parasedvolvimento da aterosclerose.

Um modelo inflamatério experimental que permiteliava efeito de drogas diversas
com potencial para alterar a angiogénese € o modefwanuloma induzido pela implantagéo
subcutanea de algodao em ratos (BAIL&Yal, 1982). Nesse modelo, h4 um acimulo inicial
de fluido e material protéico associado a infilimge neutrofilos. O granuloma observado
apos sete dias € caracterizado pela formacédo decépsala fibrosa vascularizada contendo
fibroblastos e células mononucleares. Drogas dlanimatorias diversas, incluindo os AlEs e
os AINEs, inibem a angiogénese e o desenvolvimeéatgranuloma (BAYLEYet al, 1982;

GHOSHet al, 2002) nesse modelo experimental.

Ha evidéncias de efeitos antiangiogénicos e priegégicos induzidos pelos
agonistas de PPAR. Bishop-Bailey e Hla (1999) destnaram que a 15d-P&d a ciglitazona
induzem a apoptose em células endoteliais, um taelsul sugestivo de um efeito
antiangiogénico. A 15d-P@& as TZDs inibem a diferenciacdo endotelial, difpracaoin
vitro e a angiogénesm Vivo induzida por um fator angiogénico importante, torfade
crescimento do endotélio vascular (XBY al, 1999). De forma semelhante, o fenofibrato
inibe a proliferacdo de células endoteliais indagigor fatores angiogénicos, a formacédo do
tubo capilarin vitro e a angiogénese vivo (VARET et al, 2003). Por outro lado, alguns
estudosdemonstram atividades pré-angiogénicas dessesstg®nEm células endoteliais e
em macrofagos, a troglitazona e a 15d-P@lmentam a expressdo do fator de crescimento
do endotélio vascular (BAMBAet al, 2000). A producdo desse fator angiogénico também
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pode ser aumentada em células de musculaturardisedas com 15d-PgJltroglitazona e
pioglitazona, mas ndo por benzafibrato e WY-14,¥AMAKAWA et al, 2000).
Entretanto, em um modela vivo de angiogénese em cornea de camundongos, an&egos
prostaciclina que sdo agonistas de PRARPPAR, induzem angiogénese (POL al,
2004). Em um modelo semelhante ao que foi usaqoesente estudo, o granuloma induzido
pelo implante s.c. por esponja de poliéter-polamat a rosiglitazona reduziu o contetdo de

hemoglobina e massa do granuloma (BEdi@l, 2005).

Apesar das evidéncias de efeitos tanto pré-angicg€muanto antiangiogénicos dos
agonistas de PPARe PPAR), ndo foi observada alteracdo do desenvolvimengraouloma
induzido pela implantacédo s.c. de algoddo. Com jetigb de validar o modelo usado, foi
avaliado o efeito da indometacina, sendo que oltaelu foi uma reducdo da massa do
granuloma, o que confirma resultados descritostexaiura. Ao investigar o efeito de drogas
anti-angiogénicas sobre a massa do granuloma e gmyametros mais especificos da
angiogénese, observa-se que a massa € reduzidamron extensdo (BEL@t al, 2005), o
gue leva a sugestao de que a massa do granulomaarametro mais adequado para avaliar
o efeito de drogas sobre a inflamacao cronica iddupor material inerte. Dessa forma, a
falta de efeito dos agonistas de PPAR no modelgrdeuloma induzido pelo algodao e a
controvérsia dos resultados publicados na litematientifica ndo permitem estabelecer qual é
o efeito predominante dessas drogas sobre a angieg@ se o efeito sobre esse fendémeno é
relevante para a protecdo contra doencas trombdieasb@bservada em pacientes tratados

com esses agon istas.

Concluindo, os resultados do presente estudo deraonsgjue a pioglitazona e o
fenofibrato, agonistas de PPpRe PPAR, respectivamente, apresentam atividade
antinociceptiva e antiedematogénica em diferentesletns experimentais. Os resultados
representam a primeira demonstracdo da atividatieoaiteptiva e antiedematogénica do
fenofibrato, um dos farmacos hipolipidémicos masados, e também da pioglitazona, um
farmaco usado no tratamento do diabetes mellifjps # Os resultados indicam que a
pioglitazona e o fenofibrato apresentam perfisimtisé quanto aos seus efeitos sobre as
manifestacdes da inflamacéo e fornecem suporteéoadicao potencial uso de agonistas de

PPARx e PPAR no tratamento de diferentes condi¢des inflamatoria
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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