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Existem apenas duas maneiras de ver a vida.
Uma € pensar que nédo existem milagres
e a outra é que tudo é um milagre.

Albert Einstein
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RESUMO

A riboflavina é uma vitamina do complexo B que é convertida em FMN e FAD,
coenzimas que participam de diversas reacbes do metabolismo energético. A
riboflavina, assim como outras vitaminas do complexo B (tiamina, piridoxina e
cianocobalamina), apresenta atividade antiinflamatéria, embora uma caracterizacao
ampla da mesma ainda néo tenha sido realizada. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi investigar o efeito dessa vitamina em modelos de nocicepgéo e inflamagéo.
A riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg, i.p.) ndo alterou a atividade motora de
camundongos nos modelos da haste girante e do campo aberto. A segunda fase da
resposta nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos foi inibida pelo
tratamento com a riboflavina (50 ou 100 mg/kg, i.p.). A primeira fase dessa resposta,
bem como a resposta nociceptiva induzida por calor no modelo da placa quente, foi
inibida apenas pela maior dose dessa vitamina. A riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg,
i.p.), administrada 30 min antes ou 3 h ap6s a injecdo i.pl. de carragenina em ratos,
ndo inibiu a alodinia mecanica. Entretanto, a administracdo da riboflavina (25, 50 ou
100 mg/kg, i.p.), imediatamente e 2 h ap6s a inje¢cdo de carragenina, induziu efeito
antinociceptivo. Esse efeito ndo foi inibido pelo pré-tratamento dos animais com
sulfato de cadmio (1 mg/kg, i.p.), um inibidor da flavoquinase. O edema de pata
induzido por carragenina em ratos também foi inibido pela riboflavina (25, 50 ou 100
mg/kg, i.p., 0 e 2 h). Entretanto, a migracdo celular induzida pela injecéo i.p. desse
estimulo inflamatério em ratos ndo foi reduzida pela riboflavina (50 ou 100 mg/kg,
s.c., 0 e 2 h). Os efeitos induzidos por essa vitamina (25, 50 ou 100 mg/kg, i.p., 0 e 2 h)
sobre dois componentes da resposta inflamatéria induzida por PDD em ratos foram
diferentes. Embora ndo tenha inibido a alodinia mecanica, a riboflavina (100 mg/kg,
i.p.) inibiu, parcialmente, o edema de pata induzido por esse estimulo. A riboflavina
(50 ou 100 mg/kg, i.p., 0 e 2h) também inibiu a resposta febril induzida por LPS em
ratos, um modelo de inflamagdo sistémica. Além disso, no modelo de formacéo de
tecido fibrovascular induzida por implante s.c. de disco de algoddo em
camundongos, um modelo de inflamagdo prolongada, o tratamento durante uma
semana com duas doses diarias de riboflavina (50 ou 100 mg/kg, i.p.) reduziu a
massa do tecido fibrovascular. Além de apresentar atividade antinociceptiva,
antiedema, antipirética e antiproliferativa quando administrada de forma isolada, a
riboflavina (10 ou 25 mg/kg, i.p.) exacerbou o efeito da morfina (2, 4 ou 8 mg/kg,
i.p.) no modelo de resposta nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos.
Em conclusdo, o presente estudo demonstrou os efeitos antinociceptivo e
antiinflamatério da riboflavina em diferentes modelos experimentais, sendo que tais
efeitos resultam, provavelmente, de multiplos mecanismos. Esses resultados,
associados ao fato de que a riboflavina € uma droga aprovada para uso clinico,
apresenta seguranca bem estabelecida e aumenta o efeito antinociceptivo da morfina,
podem dar suporte a estudos clinicos que avaliem o0 uso dessa vitamina em
condic¢des patoldgicas nao associadas a sua deficiéncia.

PALAVRAS CHAVES: riboflavina, inflamagdo, dor, nocicep¢do, edema, febre,
migracao celular, tecido fibrovascular.



SUMMARY

Riboflavin is a member of the vitamin B complex that is converted to FMN and FAD,
coenzymes that participate in many reactions of energy metabolism. Recent studies
have shown that riboflavin, similar to other vitamins of the B complex (thiamine,
pyridoxine and cyanocobalamin), presents anti-inflammatory activity but its full
characterization has not yet been carried out. Therefore, the aim of this study was to
investigate the effect of this vitamin in different models of nociception, edema, cell
migration, fever and formation of fibrovascular tissue. Riboflavin (25, 50 or 100
mg/kg, i.p.) did not alter the motor activity of mice in the rota-rod or the open field
tests. The second phase of the nociceptive response induced by formaldehyde in mice
was inhibited by riboflavin (50 or 100 mg/kg). The first phase of this response and
the nociceptive behavior induced by heat in the hot plate model were inhibited only
by the highest dose of this vitamin. Riboflavin (25, 50 or 100 mg/kg, i.p.),
administered 30 min before or 3 h after i.pl. injection of carrageenan in rats, did not
inhibit mechanical allodynia. However, when administered immediately and 2 h
after the injection of carrageenan, riboflavin induced antinociceptive effect. This
effect was not inhibited by the pre-treatment with cadmium sulphate (1 mg/kg), an
inhibitor of flavokinase. Riboflavin (25, 50 or 100 mg/kg, i.p., 0 and 2 h) also
inhibited the paw edema induced by carrageenan in rats. However, the cell
migration induced by i.p. injection of this stimulus in rats was not inhibited by
riboflavin (25, 50 or 100 mg/kg, i.p., 0 and 2 h). This vitamin induced different effects
on two components of the inflammation induced by PDD. Riboflavin (25, 50 or 100
mg/kg, i.p., 0 and 2 h) partially inhibited the paw edema, but not the mechanical
allodynia induced by this stimulus. Riboflavin (50 or 100 mg/kg, i.p.) also inhibited
the febrile response induced by LPS in rats. Moreover, in the model of fibrovascular
tissue formation induced by a s.c. implant of a cotton pellet, riboflavin (50 or 100
mg/kg, i.p.) reduced the mass of fibrovascular tissue when administered twice a day
for one week. Besides the antinociceptive, antiedematogenic, antipyretic, and
antiproliferative effects induced by riboflavin when administered alone, this vitamin
(10 or 25 mg/kg, i.p.) exacerbated the effect of morphine (2, 4 or 8 mg/kg, i.p.) in the
model of nociceptive response induced by formaldehyde in mice. In conclusion, the
present study demonstrates the antinociceptive and anti-inflammatory activities of
riboflavin in different experimental models, which probably result from multiple
mechanisms. These results, associated with the fact that riboflavin is a safe drug,
approved for clinical use and exacerbates the antinociceptive effect induced by
morphine, may warrant clinical trials to asses its potential in the treatment of
different painful or inflammatory conditions.

KEY WORDS: riboflavin, inflammation, pain, nociception, edema, fever, cell
migration, fibrovascular tissue.
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1 INTRODUCAO

Uma vez que a dor associada a diferentes condi¢des patoldgicas representa o sintoma
gue mais causa sofrimento aos pacientes, diferentes abordagens terapéuticas tém
sido usadas com o objetivo de atenué-la. Uma das abordagens mais comuns é a
farmacoterapia. Entre as diferentes classes farmacoldgicas ou grupos terapéuticos
gue tém sido usados com o objetivo de aliviar a dor, podem ser mencionados 0s
antiinflamatérios ndo-esterdides (AINES), os analgésicos opidides, 0os agonistas a»-
adrenérgicos, o0s antiepilépticos, o0s antidepressivos e, mais recentemente, as

vitaminas do complexo B.

Os AINEs formam um grupo de diferentes farmacos que possuem atividades
analgésica, antiedema e antipirética. Essas atividades dos AINEs estédo relacionadas,
principalmente, a inibicdo da sintese de importantes mediadores inflamatorios,
especialmente as prostaglandinas (PGs) (VANE, 1971). As PGs sensibilizam
nociceptores e contribuem, assim, para o desenvolvimento de dor, alodinia e
hiperalgesia (FERREIRA et al., 1978). Apds a lesdo tecidual, hd& aumento da
transcricdo do gene da ciclooxigenase 2 (COX-2) e a producdo de eicosandides no
sitio inflamatorio se eleva rapidamente (SEIBERT et al., 1994). Além disso, ja foi
demonstrado que ocorre aumento da sintese de PGs no sistema nervoso central
(SNC) ap6s lesdo tecidual (YANG et al., 1996), bem como inibicdo da resposta
nociceptiva apés a injecao intratecal de inibidores da COX (DIRIG et al., 1998). Esses
resultados indicam que os eicosandides também facilitam a resposta nociceptiva por
meio de uma acdo central. Também existem evidéncias de que a isoforma
constitutiva da COX, COX-1, seja importante para o desenvolvimento dos sinais e
sintomas associados a inflamacédo (WALLACE et al., 1999; MAZARIO et al., 2001). As
PGs também estdo associadas ao desenvolvimento de outros sinais e sintomas
durante o processo inflamatério, como edema e febre. O desenvolvimento do edema
inicia-se com a elevacgdo do fluxo sangiineo no local da lesdo e aumento do calibre e
da permeabilidade vascular, o que resulta no extravasamento de liquido e formagéo

de edema. A febre, outro sinal inflamatério que causa desconforto aos pacientes, tem
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importante papel na resposta imune e pode resultar da liberagdo de PGE:> no

hipotalamo estimulada por pirogénios enddgenos ou exdgenos (COLLINS, 1999).

Entre os AINEs, existem os inibidores nado-seletivos da COX, como diclofenaco,
indometacina e ibuprofeno, e os inibidores seletivos da COX-2, como celecoxibe,
etoricoxibe e lumiracoxibe. Os AINEs inibem a conversdo do acido araquiddnico em
PGG, e PGH, pela COX. Essas PGs sdo substratos para outras enzimas que as
convertem em PGD2, PGEz, PGlz, PGF2; e tromboxano A: (TXA2) (VANE, 1971).
Além da inibicdo da COX, os AINEs, em concentragdes mais elevadas, inibem a
sintese de citocinas inflamatérias como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
(OSNES et al., 1996), a interleucina-1b (IL-1b) (EGAN et al., 1999) e a IL-6 (FIEBICH et
al., 1999). Também inibem a translocacdo do fator de transcri¢cdo nuclear kB, o qual
estd envolvido na sintese de varios mediadores inflamatdrios e no recrutamento de
células para o local da lesdo (WEBER et al., 1995). Uma vez que as PGs podem
estimular a producdo de 6xido nitrico (NO), o tratamento com AINEs também pode
inibir, de forma indireta, a sintese desse mediador no sitio inflamatorio (SANCHEZ

de MIGUEL et al., 1999).

O uso dos AINEs ¢ limitado pela possibilidade de ocorréncia de varias reacdes
adversas. Muitas dessas reacfes estao relacionadas a inibicdo da sintese de PGs que
também possuem funcdes fisioldgicas. A inibi¢do da sintese da PGE: e da PGl. pode
resultar em lesdo das mucosas gastrica e intestinal. Essas PGs induzem efeito
protetor nesses locais pois reduzem a secrecdo acida gastrica e aumentam a secrecao
de muco citoprotetor, entre outras a¢cdes (KONTUREK et al., 1981; ROBERTS &
MORROW, 2001). Por sua vez, a inibicdo da sintese de TXA; aumenta o tempo de
sangramento da microvasculatura, uma vez que esse eicosandide induz agregac¢ao
plaquetaria e vasoconstricdo (ROBERTS & MORROW, 2001). Foi sugerido que 0s
inibidores seletivos da COX-2, desenvolvidos recentemente, ndo induziriam as
mesmas reagdes adversas observadas durante o tratamento com os inibidores nao
seletivos da COX, uma vez que a isoforma 2 da enzima estaria presente,

principalmente, em processos inflamatérios e ndo possuiria funcgdes fisiologicas



15

importantes (SEIBERT et al., 1994). Entretanto, foi demonstrada a expresséo
constitutiva do gene da enzima COX-2 em diferentes tecidos. Na mucosa estomacal,
parte da sintese de PGs, que tém funcdo protetora nesse tecido, é dependente da
COX-2 (ZIMMERMANN et al., 1998). No endotélio, a COX-2 também é responsavel
pela sintese de PGIl. em condicBes fisiolégicas (McADAM et al., 1999). Além disso,
um estudo, no qual foram usados animais deficientes para o gene da COX-2,
demonstrou a importancia dessa enzima para a manutencdo da perfusido renal
adequada (MORHAM et al., 1995). Com a comprovacao de que o uso prolongado de
inibidores seletivos da COX-2 aumenta o risco de ocorréncia de doencas
tromboembolicas (MUKHERJEE et al., 2001), os medicamentos Vioxx® (rofecoxibe) e
Bextra® (valdecoxibe) foram retirados do mercado em 2004 e 2005, respectivamente,

pelas industrias farmacéuticas que os produziam.

Entre os farmacos usados para o alivio da dor, mas que ndo sdo usados como
antipiréticos ou para reduc¢do do edema inflamatério, os analgésicos opidides sdo o0s
mais conhecidos. Esses farmacos interagem principalmente com receptores opidides
m k e d, que estdo acoplados a proteina G; ou Go, Quando esses receptores sao
ativados por diversos agonistas, ha inibicdo da adenilato-ciclase e reducdo do
conteudo intracelular de AMP ciclico. Além disso, a ativacdo de receptores opidides
reduz o influxo de calcio e aumenta o efluxo de potassio, o que reduz a excitabilidade
de neurdnios envolvidos na transmissdo da informagédo nociceptiva (SATOH &
MINAMI, 1995; GUTSTEIN & AKIL, 2006). Apesar da sua utilidade como
analgésicos, os opidides podem induzir graves reagdes adversas. Entre elas, podem
ser citadas depressdo respiratéria e constipacdo. O uso prolongado dos analgésicos
opidides também esta associado ao desenvolvimento de tolerancia, o que torna
necessario o uso de doses elevadas para obtencao do efeito analgésico e aumenta o
risco de ocorréncia de reacfes adversas. Além disso, esses farmacos, em geral, podem
induzir alteragdes neuroquimicas e comportamentais que contribuem para o0 uso

abusivo e dependéncia (GUTSTEIN & AKIL, 2006).
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Apesar do amplo uso dos AINEs e analgésicos opioides, a sua eficicia analgésica é
reduzida em muitas condi¢es dolorosas. Assim, alguns farmacos originalmente
aprovados para o tratamento de outras doengas tém sido usados para o alivio da dor
associada ou nao a processos inflamatérios (BROWER, 2000). A base racional para o
uso desses farmacos estd no conhecimento dos seus alvos moleculares e das
estruturas e sistemas envolvidos na transmissdo e processamento da informacéo

nociceptiva.

Sabe-se, por exemplo, que a inibicdo de canais de s6dio em nociceptores esta
relacionada ao efeito induzido por drogas com atividade anestésica local, como a
lidocaina (WANG et al., 1995). Agonistas az-adrenérgicos, originalmente empregados
como anti-hipertensivos, sdo usados em procedimentos pré-anestésicos por
induzirem efeitos ansiolitico, sedativo e analgésico, possibilitando a reducéo da dose
de anestésicos (KHAN et al., 1999). Clonidina, um agonista az-adrenérgico, reduz a
liberacdo de glutamato induzida por capsaicina, um efeito que é inibido por
antagonistas de receptores az-adrenérgicos (LI & EISENACH, 2001). Antiepilépticos
e antidepressivos também tém sido usados como analgésicos. Esses farmacos sdo
indicados, principalmente, para alivio de dores neuropaticas, ou seja, aquelas
resultantes de lesdes do sistema nervoso ou de processamento anormal da
informacéo nociceptiva no SNC, muitas vezes associadas a condi¢des como cancer,
diabetes, uso de antineoplasicos, etc. Estudos clinicos demonstraram a eficacia
analgésica da carbamazepina (TANELIAN & BROSE, 1991), fenitoina (McCLEANE,
1999), lamotrigina (SIMPSON et al., 2000), gabapentina (ROWBOTHAM et al., 1998),
pregabalina (LESSER et al., 2004) e topiramato (RASKIN et al., 2004). A redugédo da
atividade neuronal por essas drogas é mediada, aparentemente, pelo bloqueio de
canais de s6dio, mas outros efeitos devem contribuir para o alivio da dor (JENSEN,
2002). Em relacéo aos antidepressivos, a atividade daqueles que inibem a recaptacéo
da 5-hidroxitriptamina (5-HT) e norepinefrina (imipramina, amitriptilina,
clomipramina) é semelhante aquela dos inibidores relativamente seletivos da
recaptacdo da norepinefrina (desipramina, nortriptilina, maprotilina). Por sua vez,

inibidores seletivos da recapta¢do da 5-HT (paroxetina e citalopram) sdo Uteis no
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alivio da dor associada & neuropatia diabética e melhor tolerados que os

antidepressivos triciclicos (SINDRUP & JENSEN, 2000).

O uso de outra classe de farmacos, as vitaminas do complexo B, no alivio de
diferentes condic¢des dolorosas também tem sido investigado. Apesar do principal
uso terapéutico dessas vitaminas ser a correcdo de deficiéncias e, consequentemente,
a eliminagdo dos sinais e sintomas provocados pela ingestdo insuficiente desses
nutrientes, existem varias evidéncias que ddo suporte a sua potencial atividade
analgésica. Entretanto, os mecanismos por meio dos quais essa atividade se

estabelece ndo sdo compreendidos.

As vitaminas do complexo B sdo substancias organicas que exercem importantes
funcdes em diferentes processos metabdlicos. Esse complexo é formado por onze
vitaminas: tiamina, riboflavina, piridoxina, niacina, cianocobalamina, acido félico,
acido pantoténico, biotina, inositol, colina e acido para-aminobenzdico. Apesar de
possuirem estruturas quimicas distintas e apresentarem atividades bioldgicas
diversas, essas vitaminas foram agrupadas em um complexo por terem sido,
inicialmente, isoladas das mesmas fontes, principalmente figado e leveduras. Além
disso, 0 metabolismo dessas substancias estda interligado. Por exemplo, o
metabolismo da piridoxina depende de coenzima derivada da riboflavina
(McCORMICK, 2003), o que poderia explicar a deficiéncia de mais de uma vitamina
do complexo B em um mesmo paciente. Por serem substancias hidrossolUveis, as
vitaminas do complexo B ndo sdo armazenadas em quantidades consideraveis no
organismo e, portanto, devem ser ingeridas diariamente (MARCUS & COULSTON,
2001).

Os sinais e sintomas associados a deficiéncia de vitaminas do complexo B podem
variar dependendo de qual vitamina esta insuficiente e do grau de privacdo. Nos
pacientes que apresentam deficiéncia de riboflavina, nicotinamida, piridoxina ou
biotina, podem ser observadas dermatites em diferentes regibes do corpo como

extremidades, face e couro cabeludo. Em casos de deficiéncia grave ou cronica de
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vitaminas do complexo B, podem ocorrer alteracbes morfolégicas e funcionais no

sistema nervoso (MARCUS & COULSTON, 2001).

Em 1916, McCollum e Kennedy isolaram do farelo de arroz um composto
denominado vitamina B, capaz de curar o beribéri, uma sindrome apresentada por
pacientes cuja base alimentar era o arroz polido. Estudos mais detalhados sobre a
vitamina B demonstraram que a atividade antiberibéri encontra-se na fracéo
termolabil do extrato do farelo de arroz, que foi denominada vitamina B1 ou tiamina
(GYORGY, 1967). O beribéri inclui uma série de sinais e sintomas que afetam
diferentes sistemas, entre eles o cardiovascular, podendo resultar em insuficiéncia
cardiaca nos casos mais graves. Os pacientes também relatam fadiga muscular,
mialgia e parestesia, principalmente em membros inferiores. Avaliagdes
eletrofisiol6gicas demonstraram reducéo da velocidade de condugdo de potenciais de
acdo em nervos e musculos desses membros e a biopsia de nervos de individuos com
beribéri demonstrou a perda de fibras nervosas mielinizadas e ndo mielinizadas

(KOIKE et al., 2004).

A deficiéncia grave da tiamina também pode provocar uma alteracdo psiquiatrica
conhecida como sindrome de Wernicke-Korsakoff. Essa sindrome é caracterizada por
uma condicdo grave e aguda, a encefalopatia de Wernicke, cujos sinais e sintomas
sdo confusdo mental, disturbios oculomotores e ataxia. O quadro clinico pode evoluir
para a psicose de Korsakoff, uma alteracdo neuropsiquiatrica crdnica caracterizada
por amnésia (MARTIN et al., 2003). Parte das manifestacbes dessa sindrome esta
associada ao comprometimento do metabolismo cerebral da glicose que é
dependente da tiamina (MURATA et al., 1999). A coenzima derivada dessa vitamina,
tiamina-pirofosfato, € co-fator para as enzimas a-cetoglutarato desidrogenase,
transquetolase e piruvato desidrogenase. A reducdo da atividade dessas enzimas,
resultante da deficiéncia da tiamina, compromete ndo s6 o metabolismo energético,
mas também a sintese de acidos nucléicos, neurotransmissores (acetilcolina,
aspartato e acido gama-aminobutirico - GABA), proteinas e mielina (MARTIN et al.,

2003).
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Outra vitamina do complexo B, a piridoxina (vitamina Bs) foi isolada da fragdo
termoestavel do extrato do farelo de arroz. Ela possui dois derivados ativos:
piridoxal e piridoxamina (GYORGY, 1967). Essas substancias ddo origem a coenzima
piridoxal-fosfato que estd envolvida no metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipidios. A deficiéncia da piridoxina provoca diversos sinais e sintomas. Pode surgir
dermatite seborréica na regido dos olhos, nariz e labios, além de glossite e estomatite
(MUELLER & VILTER, 1950). Além disso, o funcionamento do sistema nervoso pode
ser afetado pela deficiéncia de piridoxina. Em animais com deficiéncia dessa
vitamina, observa-se reducdo da velocidade de conducdo de nervos e perda de
mielina (CLAUS et al.,, 1984), bem como diminuicdo da reatividade a estimulos
sonoros e tateis (SCHAEFFER, 1987). A piridoxina também é essencial durante o
desenvolvimento do SNC. Animais submetidos a deficiéncia dessa vitamina durante
os periodos de gestacdo ou lactacdo apresentam reducdo do namero de neurdnios no
SNC, do numero de projecdes formadoras da arvore dendritica e do nimero de
sinapses, resultando em menor numero de conexdes entre neurdnios (KIRKSEY et al.,
1990). Além das modificacdes estruturais, a deficiéncia da piridoxina induz
alterac6es bioquimicas no SNC. Animais com deficiéncia dessa vitamina apresentam
menor concentracdo de 5-HT e reducdo da atividade da haloenzima acido glutamico-
desidrogenase, responsavel pela sintese de GABA, em diferentes regiées do cérebro

(DAKSHINAMURTI et al., 1987).

Também existem outras evidéncias que demonstram a importancia da piridoxina
para o funcionamento do SNC. Uma delas é um tipo raro de crises convulsivas
recorrentes, controladas pela piridoxina, mas ndo por antiepilépticos convencionais.
A alteracdo bioquimica responsavel por esse tipo de crise convulsiva ndao foi
identificada (BAXTER, 2003). Enquanto um estudo demonstrou reducdo da sintese
de GABA nos individuos afetados (GOSPE et al., 1994), outro ndo detectou tal
alteracdo (GOTO et al., 2001). Apesar disso, o diagnostico e o tratamento precoce com

a piridoxina sdo importantes, pois evitam danos neuroldgicos.
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Outra vitamina do complexo B com importantes funcbes bioldgicas é a
cianocobalamina (vitamina Bi2), uma substancia que participa do metabolismo do
aminoacido metionina e do acido félico e, também, da sintese de acidos nucléicos.
Essa ultima funcdo faz com que a deficiéncia da cianocobalamina prejudique a
mitose e, portanto, afete de forma marcante os tecidos nos quais ha alta taxa de
renovacgdo celular, como o tecido hematopoiético. Por esse motivo, a anemia
megaloblastica ¢ um dos sinais iniciais da deficiéncia da cianocobalamina
(HILLMAN, 2001). A deficiéncia dessa vitamina também afeta o SNC, o que pode
resultar em parestesia, perda sensorial, ataxia, deméncia e desordens psiquiatricas
(CARETHERS, 1988). Em alguns casos, esses sinais e sintomas ndo estdo associados a

alterac6es hematoldgicas evidentes (LINDENBAUM et al., 1988).

De forma semelhante a tiamina, a piridoxina e a cianocobalamina, outro componente
do complexo B, a riboflavina ou vitamina B, (FIG 1A), também apresenta funcdes
bioldgicas bem conhecidas. Essa vitamina foi isolada, inicialmente, de ovos, figado e
de leite e derivados e também é encontrada em vegetais verdes e cereais. Entretanto,
por ser fotossensivel, parte da riboflavina é perdida durante o processamento e o
armazenamento dos alimentos, que devem ser protegidos da luz. Grande parte da
riboflavina presente nos alimentos encontra-se ligada as proteinas na forma das
coenzimas flavina mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD)
(FIG 1 B e C). Essas moléculas sdo liberadas no meio acido estomacal e séo
desfosforiladas no intestino pela acdo de pirofosfatases e fosfatases inespecificas. A
riboflavina livre é absorvida por transporte ativo pelo enterdcito em um processo que
envolve fosforilacdo-desfosforilacdo e, apds ser transportada para o plasma, liga-se,
em parte, a albumina e a outras proteinas, como certas imunoglobulinas (KASAI et

al., 1990, POWERS, 2003).
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Figura 1 — Estruturas quimicas da riboflavina (A), do FMN (B) e do FAD (C).

Nas mais diversas células, a riboflavina é metabolisada e da origem as coenzimas
FMN e FAD, que participam das rea¢des de oxi-reducéo, do metabolismo de &cidos
graxos, da cadeia respiratoria e do metabolismo do &cido félico, da cianocobalamina
e da piridoxina (POWERS, 2003). A primeira etapa da conversdo dessa vitamina é
catalisada pela enzima flavoquinase, com a formagdo de FMN. A segunda
fosforilagdo é realizada pela enzima FAD-sintase (McCORMICK, 2003). O
metabolismo da riboflavina é regulado por hormdnios tireoideanos (tiroxina e
triiodotironina) e  hormbnios do eixo  hipdfise-adrenais  (horménio
adrenocorticotropico e aldosterona), que aumentam a sintese de FMN e FAD

(RIVLIN, 1979).

A deficiéncia da riboflavina pode resultar, entre outros fatores, da ingestdo
inadequada ou do alcoolismo e, em geral, estd associada a deficiéncia de outras
vitaminas. Além disso, alguns farmacos podem inibir o metabolismo da riboflavina,
aumentar a sua eliminagdo e provocar a sua deficiéncia. Entre esses estdo a
clorpromazina, os antidepressivos triciclicos (amitriptilina e imipramina) (PINTO et
al., 1981) e o antineoplasico doxorrubicina (PINTO et al., 1986). Alguns metais
pesados, entre 0s quais cadmio, cobre e mercurio, também inibem a conversdo da
riboflavina em FMN pela flavoquinase (BANDYOPADHYAY et al., 1997). A
deficiéncia da riboflavina também pode ser induzida pela administracdo de analogos

dessa substancia, como a galactoflavina (EMERSON et al., 1945). Os principais sinais
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e sintomas da deficiéncia da riboflavina sdo queilose, glossite, dermatite seborréica e
disturbios oculares, incluindo prurido, sensibilidade a luz e vascularizacdo da
cérnea. Também podem ocorrer anemia normocitica e hormocrémica e neuropatia

(JORTNER et al., 1987, MARCUS & COULSTON, 2001; POWERS, 2003).

Além da participacdo em reacBes do metabolismo de macronutrientes, a riboflavina
apresenta atividade antioxidante que se estabelece por diferentes mecanismos. O
principal deles inicia-se com a conversao da riboflavina na coenzima FAD que faz
parte da enzima glutationa redutase, responsavel pela reducdo da glutationa. Essa,
por sua vez, é o co-fator da glutationa peroxidase, importante enzima antioxidante. A
atividade antioxidante de outras enzimas, como NADPH citocromo P450-redutase,
também ¢é dependente da riboflavina. A reducdo da atividade dessas enzimas
prejudica a protecdo do organismo contra espécies reativas do oxigénio. Hirano et al.
(1983) demonstraram que ratos alimentados com dieta deficiente em riboflavina,
durante oito semanas, apresentam elevacdo das concentracbes plasmaticas de
lipoperdxidos e reducdo da atividade das enzimas hepaticas glutationa redutase e
NADPH citocromo P450-redutase. Além disso, a atividade da enzima glutationa
peroxidase do cristalino também é reduzida em animais com deficiéncia da
riboflavina, uma alteragdo que pode estar associada ao desenvolvimento de catarata
causada pelo acumulo local de radicais livres. Em modelos de lesdo oxidativa de
pulmao, a riboflavina induz efeito protetor caracterizado por reducédo da hemorragia
e do edema. Possivelmente, a riboflavina induz seu efeito por meio da inativacédo de
espécies reativas de oxigénio que parecem estar envolvidas nas lesdes vasculares

provocadas pelo estresse oxidativo (SEEKAMP et al., 1999).

O efeito benéfico induzido por altas doses da riboflavina em pacientes com doenca
de Parkinson (COIMBRA & JUNQUEIRA, 2003) também parece estar associado a
atividade antioxidante dessa vitamina. Nesses pacientes, é detectado certo grau de
deficiéncia da riboflavina, o que pode contribuir para a menor conversdo da
glutationa em seu estado reduzido e para a incapacidade de o organismo eliminar, de

forma eficiente, os metabdlitos prejudiciais para as células do SNC.
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As coenzimas FAD e FMN, das quais a riboflavina é precursora, estdo presentes em
diferentes enzimas mitocondriais que participam da respiracdo celular. Esses co-
fatores atuam, por exemplo, na transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria.
Disfungdes mitocondriais no SNC podem levar ao desenvolvimento de sindromes
metabodlicas que, entre outros sinais e sintomas, provocam dor nos pacientes. O
tratamento desses pacientes com riboflavina, tiamina e citocromo ¢ (TANAKA et al.,
1997a; TANAKA et al., 1997b) ou riboflavina e idebenona, um analogo sintético da
coenzima Q1o (NAPOLITANO et al., 2000), contribui para a recupera¢do do quadro
clinico e do metabolismo energético, demonstrando a importancia desses processos

metabdlicos para o funcionamento adequado do SNC.

A enxaqueca, uma condicdo dolorosa menos rara, também pode ser aliviada pelo
tratamento com a riboflavina. Embora existam diferentes causas da enxaqueca, em
alguns pacientes é detectada uma disfuncédo mitocondrial no SNC, o que pode levar a
ocorréncia das crises (MONTAGNA et al., 1994). Estudos clinicos demonstraram que
altas doses da riboflavina induzem efeito profilatico, reduzindo a frequéncia e a
duracdo das crises (SCHOENEN et al., 1998; BOHENKE et al.,, 2004). O uso de
analgésicos convencionais durante as crises também ¢é reduzido nos pacientes
tratados com a riboflavina (BOHENKE et al., 2004). A vantagem do tratamento com
essa vitamina é a baixa incidéncia de reacbes adversas (SCHOENEN et al., 1998)
guando comparada com aquela associada a outros tratamentos profilaticos, como
aqueles em que sdo usados antagonistas de receptores b-adrenérgicos, que fornecem

resultados semelhantes (SANDOR et al., 2000).

Outra condi¢do dolorosa que parece estar associada a deficiéncia da riboflavina e da
piridoxina, a sindrome do tunel do carpo (STC), é caracterizada pela perda de forca
das maos, parestesia, perda de sensibilidade e dor que pode se estender do punho ao
ombro. A STC pode ter diferentes causas, entre as quais a compressdo do nervo
mediano. Ellis et al. (1982) detectaram deficiéncia da piridoxina em pacientes que
desenvolveram essa sindrome, sendo que os sintomas associados foram aliviados

pela correcdo da deficiéncia. Por sua vez, Folkers et al. (1984) descreveram um caso
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clinico no qual a STC estava associada a deficiéncia da piridoxina e, também, da
riboflavina. O tratamento desse paciente com a riboflavina e a piridoxina reduziu os
sinais e sintomas de forma répida e eficaz e eliminou a necessidade de intervengéo
cirargica. Um estudo clinico demonstrou que a piridoxina ndo alterou, de forma
significativa, os parametros eletrofisioldgicos avaliados em pacientes com STC.
Entretanto, foi observado, por meio do uso de escalas visuais para mensuragdo de
dor, que o tratamento com a piridoxina induziu analgesia (BERNSTEIN & DINESEN,
1993). Porém, por se tratar de um estudo aberto, ndo controlado por placebo e com
um pequeno numero de pacientes, ndo foi possivel definir se a piridoxina é
realmente util para o tratamento da STC. Goodyear-Smith & Arroll (2004), ao analisar
varios estudos que avaliaram a eficicia da piridoxina no tratamento dessa condicdo

dolorosa, concluiram que nao ha evidéncia consistente da sua utilidade.

Apesar das evidéncias que sugerem a utilidade das vitaminas do complexo B no
tratamento de algumas condi¢des dolorosas, poucos estudos foram realizados em
animais experimentais com o0 objetivo de caracterizar o efeito antinociceptivo
induzido por essas vitaminas. Alguns estudos demonstraram que associa¢Oes de
tiamina/piridoxina /cianocobalamina induzem efeito antinociceptivo nos modelos
de placa quente, contor¢des abdominais induzidas por acido acético e benzoquinona
e de resposta nociceptiva induzida por formaldeido (BARTOSZYK & WILD, 1990;
ZIMMERMANN et al., 1990; FRANCA et al., 2001), bem como em modelos
experimentais de neuropatia (WANG et al., 2005). Além disso, as associa¢cdes de
vitaminas do complexo B aumentam o efeito antinociceptivo induzido por AINEs
(BARTOSZYK & WILD, 1989; ZIMMERMANN et al., 1990; REYES-GARCIA et al.,
1999). Esses estudos indicam que o uso concomitante de vitaminas do complexo B e
AINEs poderia permitir a reducdo das doses desses antiinflamatérios e,

consequentemente, da incidéncia de reagOes adversas.

Estudos conduzidos em animais experimentais, nos quais se avaliou o efeito
induzido pela riboflavina, sdo ainda mais raros. Franca et al. (2001) demonstraram

que o efeito antinociceptivo induzido pela riboflavina no modelo de formaldeido é
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observado apo0s tratamento agudo, enquanto a tiamina, a piridoxina ou a associagéo
tiamina/piridoxina/cianocobalamina s6 induzem efeito antinociceptivo apdés
tratamento prolongado com doses mais elevadas. No modelo das contorgdes
abdominais induzidas por acido acético, o efeito antinociceptivo induzido pela
riboflavina também é marcante e observado apds o tratamento com doses muito
inferiores as das demais vitaminas. A riboflavina também reduz a hiperalgesia
térmica e o edema de pata induzidos por carragenina em ratos, assim como a
segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido (GRANADOS-SOTO
et al., 2004). O efeito antiedema induzido por essa vitamina também foi demonstrado
no modelo de edema de pata induzido por O6leo de oliva em camundongos

(VERDRENGH & TARKOWSKI, 2005).

Estudos recentes demonstraram que a administracdo intravenosa da riboflavina
reduz a producdo das citocinas inflamatorias IL-1p, TNF-a, IL-6, interferon (IFN) g
proteina quimiotatica de mondcito 1, proteina inflamatéria de macrofago 2 e do NO
induzida pela injecdo de lipopolissacarideo (LPS) de E. coli em camundongos. Além
disso, aumenta a sobrevivéncia dos animais tratados com LPS em até 95%

(TOYOSAWA et al., 2004; KODAMA et al., 2005).

Em sintese, os resultados de estudos clinicos e experimentais sugerem que a
riboflavina pode ser um farmaco atil no tratamento de condi¢des dolorosas ou
processos inflamatérios relacionados ou ndo a sua deficiéncia. Além disso, essa
vitamina é uma droga aprovada para uso clinico e induz raras reacfes adversas em
adultos e criancas (TANAKA et al., 1997a; SCHOENEN et al., 1998; BOEHNKE et al.,
2004). Portanto, a caracteriza¢cdo do efeito induzido pela riboflavina em diferentes
modelos de nocicepcdo e inflamacdo seria util para a determinacdo da possivel
utilidade desse farmaco no tratamento de diferentes condi¢Ges patoldgicas que ndo

estdo necessariamente associadas a sua deficiéncia.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito induzido pela riboflavina em
diferentes modelos experimentais de nocicepcéo e inflamacgéo, bem como investigar a
possivel interacdo entre essa vitamina e a morfina em relacgdo ao efeito

antinociceptivo.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar o efeito induzido pela riboflavina em diferentes modelos de
nocicepgao.

2. Investigar o efeito induzido pelo cadmio sobre a atividade antinociceptiva da
riboflavina.

3. Avaliar a interacdo entre a riboflavina e a morfina em um modelo de
nocicepgao.

4. Caracterizar o efeito induzido pela riboflavina no modelo de edema de pata.

5. Caracterizar o efeito induzido pela riboflavina sobre a migracdo celular na
cavidade peritonial.

6. Caracterizar o efeito induzido pela riboflavina sobre a resposta febril induzida
por LPS.

7. Caracterizar o efeito induzido pela riboflavina sobre a formagdo de tecido

fibrovascular.

2.3 Justificativa

O uso das vitaminas do complexo B para o alivio de condic¢Bes dolorosas tem sido
investigado como alternativa ao uso de outros farmacos que apresentam atividade

analgésica ou em associagdo a esses, a fim de se estabelecer um tratamento adequado
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e com menor incidéncia de reag¢fes adversas. As vitaminas mais estudadas tém sido a

tiamina, a piridoxina e a cianocobalamina.

Estudos recentes demonstraram o efeito antinociceptivo e antiedema induzidos pela
riboflavina, outra vitamina do complexo B, em animais experimentais. Em funcdo do
numero reduzido de avaliagdes dos efeitos induzidos pela riboflavina e por essa ser
uma droga aprovada para uso clinico, a conducdo de um estudo que investigue de
forma mais ampla o seu efeito sobre a resposta nociceptiva e a inflamacéo induzidas
por diferentes estimulos, bem como a possivel interacdo entre essa vitamina e
analgésicos convencionais, é importante para estabelecer seu potencial uso clinico no

alivio de diferentes condic¢des dolorosas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram usados ratos Wistar fémeas (200 - 250 g) e camundongos Swiss fémeas (25 - 30
0). Racdo e agua foram fornecidas ad libitum. Todos os experimentos foram realizados
em uma sala com temperatura controlada (27 £ 1 °C), correspondente a zona de
termoneutralidade de ratos e camundongos (GORDON, 1990). Os animais foram
ambientados na sala de experimento por pelo menos trés dias antes da realizacdo dos
protocolos. Durante o0s experimentos, 0s animais foram manipulados
cuidadosamente, de forma a resultar no menor estresse comportamental possivel.
Todos os experimentos foram realizados de acordo com as recomendacgdes para
experimentacdo em animais (ZIMMERMANN, 1983) e o projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFMG (Protocolo 114/2005).

3.2 Drogas

Carragenina |l (Sigma, USA) — Estimulo inflamatério.

Cetamina 10% (Ketamina AgenerO, Agener-Unido, Brasil) — Anestésico.
Formaldeido (Ecibra, Brasil) — Estimulo inflamatorio.

Forbol-12,13-didecanoato (PDD, Sigma, USA) — Ativador da proteina quinase C
(PKC).

21-fosfato de dexametasona (Sigma, USA) — Antiinflamatdrio esterdide.
Lipopolissacarideo de Escherichia coli 0127:B8 (Sigma, USA) - Estimulo
inflamatério.

Riboflavina (Sigma, USA) — Vitamina do complexo B.

Sulfato de cadmio 8/3 H.O (Sigma, USA) - Inibidor da flavoquinase.

Sulfato de morfina 5 H20 (Cristalia, Brasil) — Analgésico opioide.

Xilazina 2% (CalmiumO, Agener-Unido, Brasil) — Coadjuvante de anestesia.
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3.3 Preparo e administragdo das solugdes e suspensdes

A suspensdo da riboflavina foi preparada em salina, imediatamente antes de cada
administracdo. O volume de injegdo foi 4 ml/kg em camundongos e 2 ml/kg em
ratos. Nos protocolos para avaliagdo do efeito induzido pela riboflavina sobre a
atividade motora e sobre a resposta nociceptiva induzida por formaldeido e por calor
(placa quente), essa vitamina foi administrada 30 min antes da avaliacdo
comportamental. Duas administra¢des da riboflavina, uma imediatamente e outra 2
h apés o estimulo inflamatério, foram realizadas na maioria dos protocolos para
avaliacdo do efeito induzido por essa vitamina sobre a alodinia mecanica, o edema
de pata, a migragdo celular e a resposta febril. Em protocolos preliminares para
avaliacdo do efeito induzido pela riboflavina sobre a alodinia mecanica, essa
vitamina foi administrada 30 min antes ou 3 h ap6s a injecdo do estimulo
inflamatorio. Nos protocolos para avaliagdo do efeito induzido pela riboflavina sobre
a formacéo de tecido fibrovascular, essa vitamina foi administrada durante sete dias,
com intervalos de 12 ou 24 h. A riboflavina foi administrada por via intraperitonial
(i.p.), com excecdo do protocolo para avaliagdo do efeito induzido por essa vitamina

sobre a migracgdo celular, no qual a administracéo foi realizada por via subcuténea

(s.c.).

A solucdo da morfina foi preparada em salina e administrada por via i.p., 30 min
antes da injecao de formaldeido. O volume de injecao foi 4 ml/kg. Nos protocolos em
gue a morfina foi associada a riboflavina, esses dois farmacos foram administrados

separadamente a fim de evitar possiveis interacdes fisico-quimicas entre as solugdes.

A solucdo da dexametasona foi preparada em salina e administrada por via s.c., 1 h

antes da injecdo de carragenina. O volume de injecdo foi 1 ml/kg.

A solucéo do sulfato de cadmio foi preparada em salina e administrada por via i.p.,

24 h antes do tratamento com a riboflavina. O volume de inje¢do foi 1 ml/kg.
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A solucdo de formaldeido foi preparada em salina na concentracdo de 0,92%,
imediatamente antes do experimento. Foram injetados 20 il dessa solugéo por via s.c.

na superficie dorsal da pata posterior direita dos animais.

Nos protocolos para avaliagdo do efeito induzido pela riboflavina sobre a alodinia
mecanica e 0 edema de pata, a suspensao de carragenina foi preparada em salina na
concentracdo de 1%. Foram injetados 50 m (500 ng de carragenina) dessa suspensao
por via intraplantar (i.pl.) na pata posterior direita dos animais. No protocolo para
avaliacdo do efeito induzido pela riboflavina sobre a migracéo celular, foi usada uma
suspensdo de carragenina 0,05%. Foi injetado 1 ml (500 ng de carragenina) dessa

suspensao por via i.p..

O PDD foi mantido em solucdo estoque (DMSO 100%) a —70 °C em tubetes contendo
1 ng/nl. Imediatamente antes das injecdes, essa droga foi diluida em salina, de forma
a serem obtidas as concentra¢des adequadas para cada protocolo experimental: 0,1
ng/50 m, no protocolo para avaliacdo do efeito induzido pela riboflavina sobre a
alodinia mecénica, e 1 ng/50 nl, no protocolo para avaliacdo do efeito induzido pela
riboflavina sobre o edema de pata. As concentragdes finais de DMSO foram 0,2% e
2%, respectivamente. Durante o periodo da injecdo, essa droga foi mantida em
recipiente contendo gelo. Foram injetados 50 ml da solugdo por via i.pl. na pata

posterior direita dos animais.

O LPS foi mantido em solucgéo estoque (salina) a -20 °C em tubetes contendo 1 ng/mni.
Imediatamente antes das inje¢cdes, essa droga foi diluida em salina estéril e
apirogénica e administrada em uma das veias da cauda. A dose de LPS foi 50 ng/kg

e o volume de injecédo foi 1 ml/kg.

3.4 Avaliacdo da atividade motora de camundongos no modelo da haste girante

A atividade motora foi avaliada na haste girante, de acordo com o procedimento

proposto por Vaz et al. (1996), que representa uma modificagdo daquele
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originalmente descrito por Dunham & Miya (1957). Um dia antes do experimento, 0s
animais foram treinados no aparato. A divisdo dos grupos para posterior tratamento
foi feita de forma que as médias de massa corporal fossem semelhantes nos
diferentes grupos experimentais. Durante o experimento, os animais foram colocados
na haste girante a 12 rotagdes por minuto e o tempo de permanéncia no aparato foi

determinado. O tempo de corte foi de 1 min.

3.5 Avaliacdo da atividade exploratéria de camundongos no modelo do campo

aberto

O comportamento exploratorio de camundongos foi avaliado no campo aberto
(RODRIGUES et al.,, 1996). Um dia antes do experimento, os animais foram
colocados, isoladamente, em uma caixa de polipropileno com 40x33x17 cm, dividida
em nove retangulos, para ambientacdo. A divisdo dos grupos para posterior
tratamento foi feita de forma que as médias de massa corporal dos diferentes grupos
experimentais fossem semelhantes. Durante o experimento, cada animal foi colocado
no centro da caixa e o numero de retdngulos percorridos durante 1 min foi

determinado.

3.6 Avaliacao da resposta nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos

No dia do experimento, os animais foram colocados sob funis de vidro (18 cm de
diametro e 14 cm de altura) (FIG 2) cerca de 30 min antes da administracdo de
formaldeido, para ambientacdo. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi
feita de forma que as médias de massa corporal dos diferentes grupos experimentais
fossem semelhantes. O tempo durante o qual o animal apresentou o comportamento
de lambida apo6s a inje¢do s.c. de formaldeido foi cronometrado nos periodos de 0-5
min e de 15-30 min, que correspondem a primeira e a segunda fase da resposta
nociceptiva, respectivamente. Nesse modelo, o controle da temperatura ambiente
(27-28 °C) é importante, pois a segunda fase da resposta nociceptiva é bastante

reduzida quando o experimento é realizado em temperatura inferior a 23 °C
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(TJFLSEN et al., 1992). Os resultados foram expressos como o tempo durante o qual
0s animais apresentaram o comportamento de lamber a pata injetada, durante a

primeira e a segunda fase da resposta nociceptiva.

Figura 2 — Avaliagdo da resposta nociceptiva induzida por formaldeido.

3.7 Avaliacdo da resposta nociceptiva de camundongos no modelo da placa quente

Esse modelo foi originalmente descrito por Woolfe & MacDonald (1944). Entretanto,
no presente estudo, foi usada uma modificacdo do modelo original que foi descrita
por Eddy & Leimbach (1953). Antes da realizacdo do experimento, os camundongos
foram colocados sobre a superficie ndo aquecida da placa para ambientacdo. A
divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as médias de
massa corporal dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. No
momento do teste, os camundongos foram colocados, individualmente, sobre a placa
metalica em contato direto com agua aquecida a 55 + 1 °C. O tempo para que 0s
animais lambessem as patas ou saltassem, comportamentos indicativos de
desconforto, foi determinado e considerado como a laténcia para a resposta
nociceptiva. O tempo de corte foi de 30 s a fim de evitar a ocorréncia de lesdo

tecidual.
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3.8 Avaliacdo da alodinia mecanica em ratos

Nos dois dias anteriores ao experimento, o0s ratos foram colocados em
compartimentos de acrilico (22x18x14 cm) dispostos sobre uma tela metalica. No dia
do experimento, apés nova ambientacdo, foi realizada a estimulagdo mecanica na
pata posterior direita com um filamento de nylon (Estesibmetro, Sorri, Brasil), que,
ao ser pressionado até que se curve (FIG 3), exerce uma forca de 40 mN (SOUZA et
al., 2002). O toque com o filamento foi feito no centro da superficie plantar da pata e
repetido dez vezes em cada animal tendo cada toque a duragdo aproximada de 1s. O
numero de vezes que 0s animais retiraram a pata em resposta aos dez toques foi
considerado como frequiéncia basal de retirada da pata. Os animais com freqiiéncia
basal de retirada superior a trés foram excluidos do experimento. A divisdo dos
grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as médias das frequiéncias
basais dos diversos grupos fossem similares. A inje¢édo i.pl. de carragenina ou PDD
foi realizada com o auxilio de outro experimentador, sendo usada uma flanela para
contengdo do animal. A frequéncia de retirada da pata foi novamente determinada
em diferentes momentos apo6s a injecdo do estimulo inflamatério. Os resultados

foram expressos como freqtiéncia de retirada da pata aos dez toques realizados.

Figura 3 — Avalia¢do da alodinia mecénica por meio do uso de filamento de nylon.
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3.9 Avaliacdo do edema de pata em ratos

Para a avaliacdo do volume de pata, foi usado um pletismémetro (Modelo 7140, Ugo
Basile, Italia). Esse aparelho contém uma célula cilindrica para a medida do volume
de pata, preenchida com uma solugéo de baixa concentracdo eletrolitica, conectada a
outra célula, dentro da qual existe um eletrodo. Um sistema de vasos comunicantes
faz com que o deslocamento da solucéo eletrolitica na célula onde a pata do animal ¢é
mergulhada resulte em um deslocamento da solucdo na célula que contém o eletrodo
(FIG 4). Apos ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do liquido em
volume, que € indicado em um visor digital. Quando a pata do animal € introduzida
na célula de medida até a articulagdo tibio-tarsal, um pedal é pressionado pelo
experimentador, que fixa, dessa forma, o valor do volume observado. A divisdo dos
grupos para posterior realizacdo dos tratamentos foi feita de forma que os volumes
basais médios dos diversos grupos fossem similares. A injecado i.pl. de carragenina ou
PDD foi realizada com o auxilio de outro experimentador, sendo usada uma flanela
para contencdo do animal. O volume de pata foi novamente determinado em
diferentes momentos apods a inje¢do do estimulo inflamatorio. Os resultados foram

expressos como variacdo do volume de pata em relacdo ao volume basal.

PLETHYSMOMETER
(measurement of the rat paw oedema)
Cat Mo, 7140

Figura 4 — Avaliacdo do edema de pata por meio do uso do plestismdémetro.
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3.10 Avaliacdo da migracéo celular induzida pela injecéo i.p. de carragenina em

ratos

A migracdo de células para a cavidade peritonial de ratos foi induzida pela injecéo
i.p. de carragenina (CUNHA et al., 1988). A eutanasia foi realizada 3 h ap6s a injecéo
do estimulo inflamatério. Em seguida, foram injetados 10 ml de tampao fosfato
contendo 1 mg/ml de EDTA dissddico (pH 7,4). O lavado peritonial foi recolhido em
tubos de plastico e centrifugado (1000 rpm, 3 min). O sobrenadante foi descartado, o
precipitado foi ressuspendido em 2 ml de tampéo fosfato e uma aliquota de 20 pl foi
adicionada a 400 pl de solugdo de Turk. A suspenséo foi homogeneizada e as células
foram contadas em camara de Neubauer em microscépio 6ptico (Olympus WF10X).
O numero de células foi multiplicado por 50 x 103 e o resultado foi apresentado como

numero de células /ml de suspenséo.

3.11 Avaliagédo da resposta febril induzida por LPS em ratos

A resposta febril foi avaliada de acordo com o método descrito por Coelho et al.
(1992). No dia anterior ao experimento, os animais foram colocados em caixas de
polipropileno (20x17x12 cm), em grupos de dois, para ambientagdo. Para a avaliacao
da temperatura col6nica, foi usado um termometro digital (Cole Parmer, Modelo
8403) acoplado a uma sonda (YSI, Modelo 700) que foi introduzida através do reto
por 5 cm. A sonda, lubrificada com vaselina sélida, foi mantida por 20 s no animal
ndo contido. No dia do experimento, os animais foram mantidos nas caixas de
polipropileno e agua foi fornecida ad libitum. A sonda foi introduzida nos animais
quatro vezes em intervalos de uma hora, sendo que a média das duas ultimas
leituras foi considerada a temperatura colbnica basal. Esse procedimento foi
executado, pois, em experimentos preliminares, foi observado que o0 estresse
comportamental induzido pela manipulacgéo inicial dos animais provocava grandes
variagdes na temperatura colbnica. Essas variagdes tornavam-se gradualmente
menores a medida que o procedimento era repetido. A divisdo dos grupos para

posterior realizacdo dos tratamentos foi feita de forma que as temperaturas basais
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médias dos diversos grupos fossem similares. A inje¢do intravenosa (i.v.) de LPS foi
realizada com o auxilio de outro experimentador, sendo usada uma flanela para
contengdo do animal. A temperatura colonica foi novamente determinada em
diferentes momentos apos a injecdo de LPS. Os resultados foram expressos como a
variacdo da temperatura colénica ao longo do tempo e as areas sob essas curvas

(ASC).

3.12 Avaliacdo da formacédo de tecido fibrovascular induzida por implante s.c. de

disco de algoddo em camundongos

A formacéo do tecido fibrovascular foi induzida pelo implante s.c. de dois discos de
algodéo (10 mg) na regido dorsal posterior dos animais (SWINGLE & SHIDEMAN,
1972). Os discos foram implantados em posi¢cdes equidistantes, sob anestesia com
xilazina (14 mg/kg, i.p.) e cetamina (70 mg/kg, i.p.). O tratamento com riboflavina
foi iniciado no dia seguinte e mantido durante sete dias consecutivos. No 8° dia, foi
feita a eutanasia dos animais e o tecido fibrovascular foi removido e seco a 37 °C por
24 horas. Em seguida, determinaram-se suas massas brutas em balanca analitica,
sendo a massa do tecido fibrovascular calculada pela diferenga entre a massa seca

inicial (10 mg) e a massa final.

3.13 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. Os dados foram
analisados por meio do teste t de Student ou por meio da analise de variancia
simples, seguida pelo teste de Newman-Keuls, que realiza a comparacao de todos o0s

grupos entre si. Adotou-se o nivel de significancia de 5%.
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Parametro
avaliado, Protocolo Gréfico | Pagina
estimulo e
animal usado
Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100
mg/kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia na haste| FIG5 39
. girante
Atividade motora Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100
camundongo mg/kg, i.p.) sobre o comportamento exploratorio FIG6 39
no campo aberto
Nocicepgéo Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100
(placa quente) |mg/kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia na placa| FIG 8 41
camundongo quente
Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 FIG7 40
mg/kg, i.p.) sobre a resposta nociceptiva
Nocicepgéo Efeito induzido pela morfina (1, 2, 4 ou mg/kg, i.p.) | FIG 15 46
(formaldeido) sobre a resposta nociceptiva
Efeito induzido pela morfina (2, 4 ou 8 mg/kg, i.p.),
camundongo pela riboflavina (25 mg/kg) e pela associac¢éo FIG 16 47
morfina-riboflavina sobre a resposta nociceptiva
Efeito induzido pela morfina (2 mg/kg, i.p.), pela
riboflavina (10 mg/kag, i.p.) e pela associacéo FIG 17 48
morfina-riboflavina sobre a resposta nociceptiva
Efeito induzido pela riboflavina (25 ou 50 mg/kg, FIG9 42
i.p., -30 min) sobre a alodinia mecénica
Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 FIG 10 42
Nocicepgéo mg/kg, i.p., 3 h) sobre a alodinia mecanica
(carragenina) Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 FIG11 43
mg/kg, i.p., 0 e 2 h) sobre a alodinia mecanica
rato Efeito induzido pelo sulfato de cAdmio (0,2 ou 1 FIG 12 44
mg/kg; i.p.) sobre a alodinia mecénica
Efeito induzido pelo sulfato de cadmio (1 mg/kg,
i.p.) sobre a atividade antinociceptiva da riboflavina | FIG 13 45
(50 mg/kg, i.p.) no modelo de alodinia mecénica
Nocicepgéo Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100
(PDD) mg/kg, i.p.) sobre a alodinia mecénica FIG 14 45
rato
Edema Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100
(carragenina) mg/kg, i.p.) sobre o edema de pata FIG 18 49
rato
Edema Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100
(PDD) mg/kg, i.p.) sobre o edema de pata FIG 19 50

rato
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Migracéo celular

Efeito induzido pela riboflavina (50 ou 100 mg/kg,

(carragenina) i.p.) sobre migracéo celular na cavidade peritonial | FIG 20 51
rato
Temperatura
colbnica Efeito induzido pela riboflavina (50 ou 100 mg/kg, | FIG 21 52
(LPS) i.p.) sobre a resposta febril
rato
Formagéo de Efeito induzido pela riboflavina (50 ou 100 mg/kg.
tecido dia; i.p.; 7 dias) sobre a formagéo de tecido FIG 22 53
fibrovascular fibrovascular
Efeito induzido pela riboflavina (50 ou 100 mg/kg.
camundongo 2 x dia; i.p.; 7 dias) sobre a formagéo de tecido FIG 23 54

fibrovascular
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo do efeito induzido pela riboflavina sobre a atividade motora de

camundongos
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Fig. 5 — Efeito induzido pela riboflavina (50 ou 100 mg/kg, i.p., -30 min) sobre o

tempo de permanéncia dos animais na haste girante (12 rpm, 60 s) (n = 6).

A riboflavina (50 ou 100 mg/kg), administrada 30 min antes, ndo alterou o tempo de

permanéncia dos camundongos na haste girante (FIG 5).
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Fig. 6 — Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg, i.p., -30 min) sobre o

comportamento exploratdrio dos animais no modelo do campo aberto (n = 6).
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Com o objetivo de investigar, de forma mais ampla, se a riboflavina altera o
comportamento exploratorio dos animais, foi usado o modelo do campo aberto. Esse
comportamento ndo foi alterado pelo tratamento prévio (30 min) com a riboflavina

(25, 50 ou 100 mg/kg) (FIG 6).

4.2 Avaliacédo do efeito induzido pela riboflavina sobre a resposta nociceptiva em

diferentes modelos experimentais
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Fig. 7 — Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kag, i.p., -30 min) sobre a
resposta nociceptiva induzida por formaldeido (0,92%; 20 ni; s.c.) (n = 6). * diferenga

estatisticamente significativa em rela¢éo ao grupo tratado com veiculo (p < 0,05).

A riboflavina (50 ou 100 mg/kg), administrada 30 min antes, inibiu a segunda fase
resposta nociceptiva induzida por formaldeido. Entretanto, apenas a maior dose

dessa vitamina inibiu a primeira fase dessa resposta (FIG 7).
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Fig. 8 — Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg, i.p., - 30 min) sobre o
tempo de permanéncia dos animais na placa quente (n = 8). * diferenca

estatisticamente significativa em rela¢éo ao grupo tratado com veiculo (p < 0,05).

A riboflavina (100 mg/kg), administrada 30 min antes, aumentou a laténcia para a
resposta nociceptiva no modelo da placa quente (FIG 8). Por outro lado, as doses de

25 ou 50 mg/kg néo induziram efeito antinociceptivo nesse modelo.

Uma vez que a riboflavina inibiu a resposta nociceptiva de curta duragdo induzida
por formaldeido, investigou-se, na sequéncia, o efeito induzido por essa vitamina

sobre uma resposta prolongada induzida por outro estimulo quimico, a carragenina.
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Fig. 9 — Efeito induzido pela riboflavina (25 ou 50 mg/kg; i.p.; -30 min) sobre a

alodinia mecanica induzida por carragenina (1%, 50 m, i.pl.) (n =5).

A riboflavina (25 ou 50 mg/kg), administrada 30 min antes da inje¢do de
carragenina, ndo inibiu a alodinia mecénica induzida por esse estimulo inflamatério.
Entretanto, foi observada uma tendéncia para inibicdo dessa resposta, com a dose de

50 mg/kg, 2 h ap6s a inje¢do do estimulo inflamatoério (FIG 9).
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Fig. 10 — Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg; i.p.; 3 h) sobre a

alodinia mecénica induzida por carragenina (1%, 50 m, i.pl.) (n =5).
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A riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg), administrada 3 h ap0s a inje¢do de carragenina,
ndo inibiu a alodinia mecénica (FIG 10). A avalia¢do da freqUiéncia de retirada de
pata foi realizada 2, 4 e 5 h apds a injecdo do estimulo inflamatdrio. Na segunda hora,
a resposta ja havia atingido a intensidade méaxima e a frequéncia de retirada se

manteve constante até a Ultima leitura, 5 h apos a injecdo de carragenina.

A riboflavina, administrada 30 min antes ou 3 h apés a injecdo de carragenina, ndo
induziu efeito antinociceptivo, embora tenha sido observada tendéncia para inibigdo
da alodinia mecanica na segunda hora apés a injecdo do estimulo inflamatério no
primeiro protocolo. Portanto, foi avaliado se a administracdo de doses repetidas da

riboflavina seria capaz de induzir efeito antinociceptivo.
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Fig. 11 — Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg; i.p.; 0 e 2 h) sobre a
alodinia mecénica induzida por carragenina (1%, 50 ni, i.pl.) (n = 5). * diferenca

estatisticamente significativa em rela¢do ao grupo tratado com veiculo (p < 0,05).

A riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg) foi administrada imediatamente e 2h apés a
injecdo de carragenina. Com esse esquema de administracdo, foi observada inibigdo
da resposta nociceptiva, sendo a duragdo desse efeito relacionada com a dose. Assim,
as doses da riboflavina de 25, 50 ou 100 mg/kg reduziram a alodinia mecénica até a

segunda, terceira e quarta horas, respectivamente. A partir da sexta hora da injecdo



de carragenina, ndo foram mais observadas diferencgas entre as respostas nociceptivas

dos grupos tratados com veiculo ou com uma das trés doses da riboflavina (FIG 11).
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Fig. 12 — Efeito induzido pelo sulfato de caddmio (0,2 ou 1 mg/kg; i.p.; -24 h) sobre a
frequéncia de retirada de pata e sobre a alodinia mecanica induzida por carragenina
(1%, 50 m, i.pl.) (n =5). * diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo

tratado com veiculo x veiculo. (p <0,05).

A fim de avaliar se o efeito antinociceptivo induzido pela riboflavina é dependente
de sua conversdo nas coenzimas FMN e FAD, foi usado um inibidor da flavoquinase,
o cadmio, na forma de sulfato de cadmio. A administracdo do sulfato de cAddmio ndo
alterou a frequéncia de retirada de pata em animais que receberam injecéo i.pl. de
veiculo 24 h depois. A alodinia mecéanica induzida pela administracado de carragenina
também ndo foi alterada pelo pré-tratamento (-24 h) dos animais com sulfato de

cadmio (FIG 12).
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Fig. 13 - Efeito induzido pelo sulfato de cadmio (1 mg/kg; i.p.; -24 h) sobre a

atividade antinociceptiva da riboflavina (50 mg/kg; i.p.; 0 e 2 h) no modelo de

alodinia mecanica induzida por carragenina (1%, 50 m, i.pl.) (n = 5). * diferenca

estatisticamente significativa em relacéo ao grupo tratado com veiculo (p < 0,05).

No protocolo seguinte, os animais foram tratados com veiculo ou sulfato de cadmio.

A administracdo de carragenina e o tratamento com a riboflavina ou veiculo foram

realizados 24 h depois. O tratamento com sulfato de cadmio ndo alterou a atividade

antinociceptiva da riboflavina (FIG 13).
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Fig. 14 — Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg; i.p.; 0 e 2 h) sobre a

alodinia mecanica induzida por PDD (0,1 ng; 50 nl; i.pl.) (n =5).



46

Com o objetivo de melhor caracterizar as atividades da riboflavina, foi avaliado o
efeito induzido por essa vitamina sobre a alodinia mecéanica induzida por PDD, um
ativador de PKC. O protocolo experimental usado foi semelhante aquele realizado
para a avaliacdo da atividade antinociceptiva da riboflavina no modelo de alodinia
mecéanica induzida por carragenina. PDD induziu resposta nociceptiva intensa na
primeira hora ap0s sua injecdo. A resposta atingiu intensidade maxima 2 h ap6s a
injecdo e se manteve elevada por, pelo menos, 24 h. A riboflavina (25, 50 ou 100
mg/kg), administrada imediatamente e 2 h ap6s a inje¢do de PDD, n&o inibiu a

alodinia mecanica induzida por esse estimulo inflamatério (FIG 14).

4.3 Avaliagdo da interagdo entre a riboflavina e a morfina no modelo da resposta

nociceptiva induzida por formaldeido
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Fig. 15 — Efeito induzido pela morfina (1, 2, 4 ou 8 mg/kg; i.p.; - 30 min) sobre a
resposta nociceptiva induzida por formaldeido (0,92%; 20 ni; s.c.) (n = 6). * diferenga

estatisticamente significativa em rela¢do ao grupo tratado com veiculo (p < 0,05).

A morfina (1, 2, 4 ou 8 mg/kg) foi administrada por via i.p., 30 min antes da injecéo
de formaldeido. A maior dose da morfina inibiu a primeira fase da resposta
nociceptiva induzida por formaldeido. Em relacdo a segunda fase, foi observada

inibicdo apos o tratamento com as doses de 4 ou 8 mg/kg da morfina (FIG 15).



a7

& 200-
£ T
£ 150
i)
[k} *
s
o 1004
5 *
=
£ a0 *
I i iF e
IS - =
WoORf W

1]
wvROVMRED Oy R VR OWRD W RS Rf
“eic  Morf 2 Morfd  Morfg  Weic  Morf 2 Morfd  horf8

Fase 1 Fase 2

Fig. 16 — Efeito induzido pela morfina (2, 4 ou 8 mg/kg; i.p.; - 30 min), pela
riboflavina (25 mg/kg; i.p.; - 30 min) e pela associagdo morfina-riboflavina sobre a
resposta nociceptiva induzida por formaldeido (0,92%; 20 m; s.c.) (n = 6). * e #
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com veiculo +

veiculo e veiculo + morfina 2, respectivamente (p < 0,05).

A riboflavina (25 mg/kg) foi administrada de forma simultanea com a morfina (2, 4
ou 8 mg/kg), 30 min antes da administracdo de formaldeido. Nesse protocolo, as
doses de 2, 4 ou 8 mg/kg da morfina inibiram a segunda fase da resposta nociceptiva
induzida por formaldeido em 35, 55 e 90%, respectivamente. Quando associadas a
riboflavina, essas mesmas doses da morfina promoveram inibicdo de 95, 87 e 100%,
respectivamente (FIG 16). Nesse protocolo, a riboflavina (25 mg/kg) inibiu a segunda

fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido.
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Fig. 17 — Efeito induzido pela morfina (2 mg/kg; i.p.; - 30 min), pela riboflavina (10
mg/kg; i.p.; - 30 min) e pela associacdo morfina-riboflavina sobre a resposta
nociceptiva induzida por formaldeido (0,92%; 20 mi; s.c.) (n = 6). * diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com veiculo + veiculo (p <

0,05).

Uma vez que no protocolo anterior a dose da riboflavina usada inibiu parcialmente a
segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido, novo protocolo
experimental foi realizado com o objetivo de avaliar se seria possivel observar um
efeito antinociceptivo induzido pela associac¢do da riboflavina e da morfina, em doses
que, isoladamente, ndo induziam tal efeito. A riboflavina (10 mg/kg) foi
administrada de forma simultanea com a morfina (2 mg/kg), 30 min antes da injegéo
de formaldeido. De forma isolada, a morfina e a riboflavina ndo inibiram a segunda
fase da resposta nociceptiva. Entretanto, quando esses farmacos foram associados,
houve inibicdo estatisticamente significativa (51%) da segunda fase da resposta

nociceptiva (FIG 17).
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4.4 Avaliacédo do efeito induzido pela riboflavina sobre o edema de pata em ratos
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Fig. 18 — Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg; i.p.; 0 e 2 h) sobre o
edema de pata induzido por carragenina (1%; 50 ni; i.pl.) (n = 5). Os volumes basais
dos grupos tratados com veiculo, Rf 25, Rf 50 e Rf 100 foram 1,20 + 0,04; 1,20 + 0,04;

1,23 £ 0,04; 1,16 + 0,02 ml; respectivamente. * diferenca estatisticamente significativa

em relacéo ao grupo tratado com veiculo (p < 0,05).

Também foi avaliado o efeito induzido pela riboflavina sobre outro componente da
resposta inflamatodria, o edema de pata. A riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg) foi
administrada imediatamente e 2 h ap06s a injecdo de carragenina. Esse protocolo é
semelhante aquele realizado com o modelo de alodinia mecanica, uma vez que o
edema de pata induzido por carragenina também é de longa duracdo. A riboflavina
inibiu 0 edema de pata induzido por carragenina, sendo a duracdo desse efeito
relacionada com a dose. Assim, as doses da riboflavina de 50 ou 100 mg/kg
reduziram o edema até a quarta e sexta horas apds a injecdo de carragenina,
respectivamente. A menor dose da riboflavina inibiu 0 edema apenas na quarta hora

apos a injecdo de carragenina (FIG 18).
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Fig. 19 - Efeito induzido pela riboflavina (25, 50 ou 100 mg/kg; i.p.; 0 e 2 h) sobre o
edema de pata induzido por PDD (1 ng; 50 mi; i.pl.) (n = 5). Os volumes basais dos
grupos tratados com veiculo, Rf 25, Rf 50 e Rf 100 foram 1,03 + 0,04; 1,04 + 0,03; 1,05 +
0,04 e 1,03 + 0,03 ml; respectivamente. * diferenca estatisticamente significativa em

relacdo ao grupo tratado com veiculo (p < 0,05).

O efeito induzido pela riboflavina também foi avaliado no modelo de edema de pata
induzido por PDD. O volume de pata aumentou gradualmente apds a injecao do
estimulo inflamatdrio e manteve-se elevado por, pelo menos, 24 h. A riboflavina (25,
50 ou 100 mg/kg) foi administrada imediatamente e 2 h ap6s a inje¢do de PDD,
sendo esse protocolo justificado pelos motivos expostos anteriormente, uma resposta
inflamatoria de longa duracdo induzida por PDD e um curto Ti/, de eliminacdo da
riboflavina. Ao contrario do observado no modelo de alodinia mecanica, a dose de
100 mg/kg da riboflavina inibiu o edema de pata induzido por PDD. Entretanto, essa
inibicdo foi de menor magnitude e duragdo quando comparada com aquela induzida

pela riboflavina no modelo de edema de pata induzido por carragenina (FIG 19).
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4.5 Avaliacéo do efeito induzido pela riboflavina sobre a migragdo celular induzida

pela injecdo i.p. de carragenina em ratos
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Fig. 20 — Efeito induzido pela riboflavina (50 ou 100 mg/kg; s.c.; 0 e 2 h) sobre a
migracao celular induzida pela inje¢éo i.p. de carragenina (500 ng/1 ml) (n =7). *
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com veiculo x

carragenina (p < 0,05).

A riboflavina (50 ou 100 mg/kg) néo inibiu a migracéao celular induzida pela injecéo
i.p. de carragenina (FIG 20). Entretanto, essa resposta foi inibida de forma marcante

pelo pré-tratamento com a dexametasona (1 mg/kg, s.c., -1 h).
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4.6 Avaliacido do efeito induzido pela riboflavina sobre a resposta febril induzida

por LPS em ratos
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Fig. 21 — (A) Efeito induzido pela riboflavina (50 ou 100 mg/kg; i.p.; 0 e 2 h) sobre a
temperatura coldnica e sobre a resposta febril induzida por LPS (50 ng/kg; i.v.). (B)
ASC do efeito induzido pela riboflavina sobre a temperatura colonica e sobre a
resposta febril induzida por LPS (n=6). As temperaturas basais dos grupos tratados
com veiculo x veiculo, Rf 100 x veiculo, veiculo x LPS, Rf 50 x LPS e Rf 100 x LPS
foram 36,8 + 0,13; 36,8 £ 0,06; 37,0 £ 0,12; 37,0 + 0,13 e 37,1 =+ 0,10 °C; respectivamente.
* diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com veiculo x

LPS (p < 0,05).

Nos protocolos anteriores, foram demonstrados os efeitos induzidos pela riboflavina
em modelos que envolvem a aplicacdo de estimulos térmicos ou quimicos que
induzem resposta nociceptiva e/ou inflamatdria local. Assim, no préximo protocolo,
foi avaliado o efeito induzido pela riboflavina sobre uma resposta inflamatoria
sistémica. Para isso, foi usado o modelo de resposta febril induzida por LPS. A
riboflavina (50 ou 100 mg/kg) foi administrada imediatamente e 2 h apés a injecéo

do estimulo inflamatoério. Esse protocolo é semelhante aqueles realizados com
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modelo de alodinia mecénica e edema de pata, uma vez que a resposta febril
induzida por LPS também apresenta um longo curso temporal. Na segunda hora
apos a injecao de LPS, ndo houve elevagdo da temperatura col6nica dos animais
tratados com LPS. Além disso, os animais do grupo tratado com LPS e com a dose de
100 mg/kg da riboflavina apresentaram hipotermia. A temperatura colbnica do
grupo tratado com LPS aumentou gradualmente, atingindo valor maximo 6 h apés a
injecdo. A riboflavina (50 ou 100 mg/kg) inibiu a resposta febril induzida por LPS na
quarta hora apo6s a injecdo do estimulo inflamatoério. O efeito antipirético induzido
por essa vitamina ndo foi mais observado a partir da sexta hora (FIG 21). O
experimento foi interrompido na oitava hora, momento em que a temperatura
colénica comecou a retornar para valores proximos aos basais. Além disso, nesse
momento, iniciou-se o periodo noturno, o que resulta em aumento da atividade

motora dos animais e, consequentemente, elevacdo da temperatura colénica.

4.7 Avaliacdo do efeito induzido pela riboflavina sobre a formacgdo de tecido

fibrovascular induzido por implante s.c. de disco de algoddo em camundongos
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Fig. 22 — Efeito induzido pela riboflavina (50 ou 100 mg/kg.dia; i.p.; 7 dias) sobre a
formacéo de tecido fibrovascular induzida por implante s.c. de disco de algodéo (n =

10).
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Apos verificar que a riboflavina apresenta atividade antiinflamatéria em modelos de
inflamacdo aguda de caréter local ou sistémico, foi investigado o efeito induzido por
essa vitamina em um modelo de inflamagéo prolongada, induzida por implante de
um disco de algoddo no tecido subcutaneo da regido dorsal posterior de
camundongos. A riboflavina (50 ou 100 mg/kg), administrada uma vez ao dia,
durante sete dias, ndo inibiu a formagdo de tecido fibrovascular induzida pelo

implante (FIG 22).
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Fig. 23 — Efeito induzido pela riboflavina (50 ou 100 mg/kg. 2 x dia; i.p.; 7 dias) sobre
a formacéo de tecido fibrovascular induzida por implante s.c. de disco de algod&o (n
= 10). * diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com

veiculo (p <0,05).

Nos protocolos anteriores, foi demonstrada a utilidade de realizar administragdes
repetidas da riboflavina em modelos em que a resposta a ser avaliada é de longa
duracdo, como é o caso da avaliacdo da formacdo de tecido fibrovascular induzida
por implante s.c. de disco de algoddo. Com o objetivo de obter maior concentracao
tecidual da riboflavina por periodos mais prolongados, esse farmaco foi
administrado duas vezes ao dia, durante sete dias apds o implante do disco de
algodao. Com esse esquema de tratamento, a riboflavina (50 ou 100 mg/kg) inibiu a

formacédo de tecido fibrovascular induzida pelo implante (FIG 23).



4.8 Resumo dos resultados

Modelo

Resultado

Haste girante

Campo aberto

Auséncia de efeito sobre o
comportamento exploratério e sobre a
permanéncia na haste

Formaldeido

Inibicdo da primeira fase (pequena
extenséo) e da segunda fase (maior
extensao)

Placa quente

Aumento da laténcia induzido pela
maior dose

Interagcdo com morfina

Exacerbacéo do efeito antinociceptivo
induzido pela morfina

Alodinia mecénica - carragenina Inibicéo

Alodinia mecénica - PDD Auséncia de efeito
Edema de pata - carragenina Inibicdo

Edema de pata - PDD Inibicdo (pequena extensao)
Resposta febril Inibicéo

Migragéo celular

Auséncia de efeito

Formacéo de tecido fibrovascular

Inibicdo apds tratamento prolongado
com duas doses diérias

55
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foram demonstrados os efeitos antinociceptivo e antiinflamatorio
induzidos pela riboflavina, uma vitamina do complexo B, em diferentes modelos
experimentais. De forma semelhante ao que ja foi demonstrado para outras
vitaminas desse complexo, principalmente a tiamina, a piridoxina e a
cianocobalamina, a riboflavina apresentou atividades antinociceptiva, antiedema,

antipirética e inibiu a formacao de tecido fibrovascular associada a inflamacao.

Os primeiros protocolos realizados indicaram que a riboflavina, nas doses usadas,
ndo promoveu incoordenagdo motora ou relaxamento muscular que pudessem
comprometer a permanéncia dos animais na haste girante. Também nao alterou o
comportamento exploratério no modelo do campo aberto. Esses modelos sdo Uteis
para avaliar se determinados farmacos induzem incoordenacdo motora ou
diminuicdo do tonus muscular, o que poderia comprometer a avaliacdo do
comportamento nociceptivo e a interpretacdo dos resultados. Diversos farmacos,
predominantemente aqueles que induzem efeito depressor central, apresentam essas
atividades. Entre esses, podem ser citados os analgésicos opidides (MEERT &
VERMEIRSCH, 2005) e antiepilépticos (KAYSER & CHRISTENSEN, 2000), fArmacos
usados no tratamento de diferentes condi¢gdes dolorosas. Fornecendo suporte aos
resultados do presente estudo, Granados-Soto et al. (2004) demonstraram que a

riboflavina ndo induziu incoordenacdo motora em ratos.

Inicialmente, foi avaliado o efeito induzido pela riboflavina sobre a resposta
nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos. A resposta dos animais a
administracdo s.c. de formaldeido apresenta duas fases que parecem envolver
diferentes mecanismos (DUBUISSON & DENNIS, 1977). A primeira fase comeca
imediatamente apdés a injecdo de formaldeido, dura em torno de 5 min e,
provavelmente, envolve a estimulagdo quimica direta dos nociceptores,
principalmente as fibras Ad e C (PUIG & SORKIN, 1995). Essa fase é inibida por

opidides e por outros farmacos que induzem efeito analgésico principalmente por
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acdo no SNC. Também pode ser inibida por AINEs, entretanto, em doses superiores
aguelas necessarias para inibir a segunda fase da resposta induzida por formaldeido
(SANTOS et al., 1998) ou para induzir efeito antiinflamatério em outros modelos
experimentais (al-SWAYEH et al., 2000). Apds a primeira fase, hd um periodo de 5 a
10 min no qual os animais apresentam um reduzido comportamento sugestivo de
nocicepcdo. A segunda fase do comportamento nociceptivo inicia-se,
aproximadamente, 15 min apds a injecdo de formaldeido, dura cerca de 15 min, no
caso de camundongos, e esta relacionada ao desenvolvimento de resposta
inflamatoéria local e sensibilizacdo de neur6nios localizados no corno dorsal da
medula espinhal. Essa fase da resposta € inibida por analgésicos opidides e AINEs,
entre outras drogas (DUBUISSON & DENNIS, 1977; HUNSKAAR & HOLE, 1987;
DUBNER & RUDA, 1992; TJf LSEN et al., 1992; SEGUIN et al., 1995).

No presente estudo, foi observado que a riboflavina inibiu a primeira e a segunda
fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido. A inibicdo da primeira fase
foi observada apenas no grupo tratado com a maior dose da riboflavina (100 mg/kg).
A segunda fase da resposta nociceptiva foi inibida pelas doses de 50 ou 100 mg/kag,
sendo que a reducdo do comportamento de lambida foi maior que aquela observada
na primeira fase. Outros dois estudos demonstraram que a riboflavina inibe a
segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos
(FRANCA et al., 2001) e em ratos (GRANADOS-SOTO et al., 2004). Nesses estudos,
néo foi observada inibicdo estatisticamente significativa da primeira fase da resposta
nociceptiva, porém as doses usadas foram inferiores aguela usada no presente estudo
e que induziu tal efeito. Uma vez que a segunda fase da resposta nociceptiva
induzida por formaldeido € atribuida, principalmente, ao desenvolvimento de
processo inflamatério no local da injecdo do estimulo quimico e é inibida por
farmacos com atividade predominantemente antiinflamatoria (TJf LSEN et al., 1992),
sugere-se que a atividade antinociceptiva da riboflavina esteja associada,
principalmente, a inibicdo da produc¢édo ou da acdo de mediadores inflamatérios. A

atividade antinociceptiva da riboflavina na primeira fase da resposta induzida por
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formaldeido s6 foi observada com uma dose dessa vitamina superior aquela

necessaria para inibir a segunda fase.

Também foi avaliado o efeito induzido pela riboflavina sobre o comportamento
nociceptivo induzido por calor no modelo da placa quente. Considera-se que a
resposta observada nesse modelo resulta da ativagdo direta de nociceptores pelo
calor e depende de integracdo supra-espinhal (LE BARS et al.,, 2001). Analgésicos
opidides (LOH et al., 1976), bem como outras drogas de acdo predominantemente
central, como antidepressivos triciclicos (ROSLAND et al., 1988) e antiepilépticos
(MESDJIAN et al., 1983), aumentam o tempo de permanéncia dos animais na placa
guente, um resultado que é interpretado como antinocicep¢do. A riboflavina, na

maior dose usada, induziu efeito antinociceptivo nesse modelo.

Embora tenha sido observada inibicdo da primeira fase da resposta nociceptiva
induzida por formaldeido e da resposta nociceptiva no modelo da placa quente,
esses efeitos sO foram observados com doses superiores aquelas necessarias para
inibir a segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido. Sugere-se,
assim, que a riboflavina apresenta um perfil farmacologico que se assemelha mais
aquele de drogas antiinflamatoérias. Resultados semelhantes, ou seja, inibicdo da
primeira fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido com doses
superiores aquelas necessarias para inibir a segunda fase, ja foram descritos para

alguns AINEs (SANTOS et al., 1998).

A fim de investigar o efeito induzido pela riboflavina sobre a nocicepcio associada a
processos inflamatérios mais prolongados, foi usado o modelo de alodinia mecanica
induzida pela injecdo i.pl. de carragenina, uma mistura de polissacarideos extraida
de algas marinhas do género Rhodophycae e composta, principalmente, por D-
galactose sulfatada. A carragenina € muito pouco absorvida apés administracéo s.c. e
induz resposta inflamatoria local (DI ROSA, 1972) que envolve migracdo celular,
extravasamento de plasma e aumento da producdo de varios mediadores

inflamatorios, entre os quais NO, PGE; e citocinas (SALVEMINI et al., 1996).
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Além dessas alteracbes, ha sensibilizagdo para estimulos diversos resultante de
mudancas no fenotipo dos nociceptores e da facilitacdo da transmissao sinaptica na
medula espinhal. Essa sensibilizagdo pode ser induzida pela exposicdo dos
nociceptores a mediadores inflamatdrios, entre os quais podem ser citados
eicosanoides, citocinas, protons, ATP, 5-HT, bradicinina e fator de crescimento de
nervo (JULIUS & BASBAUM, 2001). Como resultado, podem ocorrer alodinia e

hiperalgesia no tecido lesado e em tecidos adjacentes.

A International Association for the Study of Pain define hiperalgesia como o relato
de dor mais intensa induzida por estimulo nocivo e alodinia como dor associada a
estimulo ndo nocivo. Adaptando esses conceitos a experimentagdo animal, poder-se-
ia descrever hiperalgesia como uma resposta nociceptiva mais intensa a um estimulo
nocivo e alodinia como a resposta nociceptiva a um estimulo originalmente néo
nocivo. Em relagdo a alodinia mecanica induzida por carragenina, observa-se
inibicdo por AINEs (VINEGAR et al., 1987, FRANCISCHI et al., 2002) e por outras
drogas que inibem a producdo ou acdo de mediadores inflamatérios distintos dos
eicosanoides (FERREIRA et al., 1993; SUZUKI et al., 2004), bem como por drogas de
acdo predominantemente central, como os analgésicos opidides (WILLIAMS et al.,

2004).

Nesse modelo, a riboflavina, administrada 30 min antes, inibiu parcialmente a
resposta nociceptiva 2 h apds a injecdo de carragenina, embora sem a ocorréncia de
diferenca estatisticamente significativa. I1sso se deve, provavelmente, ao fato de que o
T1/2 de eliminacdo dessa vitamina é de cerca de 60 min (CHRISTENSEN, 1969). Logo,
é provavel que 2 h ap6s a injecdo do estimulo inflamatério, quando a resposta
nociceptiva induzida por carragenina inicia-se, a concentragdo tecidual de riboflavina

ja se apresentava reduzida.

Levando em consideracdo que o Ti/. de eliminacdo da riboflavina é curto e que a
resposta nociceptiva induzida por carragenina apresenta um longo curso temporal,

foi avaliado o efeito induzido por duas administracdes dessa vitamina. Nesse
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protocolo, a riboflavina foi administrada imediatamente e 2 h apds a carragenina.
Com esse esquema de tratamento, essa vitamina induziu efeito antinociceptivo que
teve duracdo e intensidade relacionadas & dose. A manutengdo da concentragdo
tecidual mais elevada da riboflavina com administracdes repetidas poderia explicar,
também, o prolongamento do efeito antinociceptivo observado. Granados-Soto et al.
(2004) demonstraram que a riboflavina reduz a resposta nociceptiva induzida por
carragenina no modelo de hiperalgesia térmica, o que da sustentacéo aos resultados
obtidos no presente estudo. Mesmo com a administracdo de duas doses da
riboflavina, o efeito antinociceptivo ndo se manteve apos 4 h. Uma possibilidade é

gue o curto Ty da riboflavina possa explicar essa observagéo.

Porém, em outro protocolo, no qual a riboflavina foi administrada 3 h apds a injecéo
de carragenina, ndo foi observada inibi¢cdo da resposta nociceptiva. Essa observagédo
eliminaria a possibilidade de que o término do efeito induzido pela riboflavina no
protocolo anterior (administracdo imediatamente e 2 h apds carragenina) resultasse,
exclusivamente, da reducdo da concentracdo tecidual dessa vitamina em torno de 6 h
apoés a injecdo do estimulo inflamatdrio. Assim, seria possivel que a riboflavina
inibisse, de forma mais marcante, a sintese ou a acdo dos mediadores responsaveis
pelo desenvolvimento ou pela fase inicial da resposta nociceptiva induzida pela
carragenina. Outra possibilidade é que a administracdo da riboflavina 3 h apds a
injecdo da carragenina, quando ja houve sintese local de mediadores inflamatérios e
sensibilizacdo dos nociceptores, ndo seja capaz de reverter a resposta nociceptiva ja

estabelecida.

A resposta induzida por carragenina envolve migracdo celular e producdo de
diversos mediadores inflamatorios no local de injecdo. A medida que a resposta se
desenvolve, as substancias produzidas e liberadas no sitio inflamatério variam.
Inicialmente, ha liberacdo de 5-HT e producdo de eicosandides. Em seguida, ha
migracao de neutrofilos para o sitio de injecéo e liberagdo de citocinas (VINEGAR et
al., 1987). Foi demonstrado que a riboflavina reduz a sintese de citocinas

inflamatorias e quimiocinas induzida por LPS (TOYOSAWA et al., 2004; KODAMA et
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al., 2005). Esses mediadores tém papel importante no desenvolvimento da resposta
nociceptiva induzida por diferentes estimulos (CUNHA et al., 1992; CUNHA et al.,
2000; TANAKA et al., 2004) e a inibicao de sua sintese pode ser um dos mecanismos
envolvidos no efeito antinociceptivo induzido pela riboflavina no modelo de alodinia

mecéanica induzida por carragenina.

Na tentativa de investigar os mecanismos por meio dos quais a riboflavina induz seu
efeito antinociceptivo, foi usado o sulfato de cddmio. O cadmio é um conhecido
poluente e afeta a atividade de diversos sistemas enzimaticos, além de causar danos
neurolégicos, hepaticos e renais (NOVELLI et al., 1998; MINAMI et al., 2001). Esse
cation divalente inibe a primeira etapa do metabolismo da riboflavina, a fosforilacdo
dessa vitamina a coenzima FMN, reacdo catalisada pela flavoquinase. A adicao de 1
mM de caddmio a uma preparacdo contendo flavoquinase aumenta em cerca de trés
vezes 0 Km dessa enzima. O efeito inibitério induzido pelo cddmio sobre a sintese de
FMN, ao contrario do que é observado com mercurio, outro cation divalente, pode
ser revertido pelo aumento da concentracao da riboflavina. Isso sugere que o cadmio
e a riboflavina ligam-se ao mesmo sitio na flavoquinase (BANDYOPADHYAY et al.,

1997).

A maior parte dos estudos que avaliaram o efeito inibitorio induzido pelo cadmio
sobre a sintese de FMN foi realizada in vitro, o que dificulta a definicdo de uma dose
para ser usada in vivo. Além disso, outro fator que limita o uso do cadmio como
ferramenta farmacoldgica in vivo é a sua elevada toxicidade, caracterizada por uma
DLso de aproximadamente 4,5 mg/kg em ratos (KERSHAW et al., 1990). Uma vez que
em experimentos preliminares foi observada toxicidade apds a administracdo de 2
mg/kg de sulfato de cadmio, que equivale a 0,88 mg/kg de cadmio, a dose usada
nos protocolos seguintes foi de 1 mg/kg, que ndo induziu toxicidade evidente. Como
o efeito induzido pelo cddmio sobre a sintese de FMN pode ser reduzido em
presenca de concentracgdes elevadas da riboflavina (BANDYOPADHYAY et al., 1997),

néo foi usada a maior dose dessa vitamina, mas uma dose intermediaria (50 mg/kg),
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capaz de induzir efeito antinociceptivo e com menor possibilidade de reverter o

efeito induzido por esse cation divalente.

A inibi¢do da flavoquinase pelo cddmio resulta da interacdo desse ion com grupos
sulfidrila presentes no sitio ativo da enzima ou em locais préximos a ele
(BANDYOPADHYAY et al., 1997). Esse mecanismo é semelhante aquele da inibicéo
da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase pelo cadmio (CASALINO et al., 2000). Além
disso, o ditiotreitol, um reagente utilizado em estudos bioquimicos e que previne a
oxidacdo de grupos SH (tiol) de aminoacidos, protege tanto a flavoquinase
(BANDYOPADHYAY et al.,, 1997) quanto a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(CASALINO et al., 2000) da inativacdo pelo cddmio. A reducdo da atividade da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase é mais evidente entre 24 e 48 h apds a
administracdo i.p. do cadmio, o que justificou o tratamento com esse cation 24 h

antes da injecéo da riboflavina.

Inicialmente, foi verificado que os animais tratados com o cadmio apresentaram
frequéncia de retirada de pata que ndo diferiu daquela dos animais tratados com
salina. De forma semelhante, o cadmio per se ndo alterou a alodinia mecanica
induzida por carragenina. Esses resultados foram importantes para validar o uso do
cadmio no protocolo seguinte no qual se investigou o efeito induzido por esse cation
sobre a atividade antinociceptiva da riboflavina no modelo de alodinia mecéanica
induzida por carragenina. Uma vez que a atividade antinociceptiva ndo foi alterada
pelo cddmio, sugere-se que essa nao pode ser atribuida, exclusivamente, a conversdo
da riboflavina nas coenzimas FMN e, posteriormente, FAD. Dando suporte a essa
hipétese, foram demonstrados outros efeitos induzidos pela riboflavina que parecem
ndo depender da sintese das coenzimas FMN e FAD. Em modelos de leséo tecidual
provocada por estresse oxidativo, € provavel que a conversao da riboflavina em di-
hidrorriboflavina seja o principal mecanismo responsavel pelo efeito induzido por

essa vitamina (SEEKAMP et al., 1999; HOANE et al., 2005).
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Entretanto, com os resultados do presente estudo, ndo é possivel eliminar o
envolvimento das coenzimas FMN e FAD no efeito antinociceptivo induzido pela
riboflavina. A dose do cadmio, administrada 24 h antes da realiza¢do do protocolo
experimental, pode néo ter inibido a atividade da enzima flavoquinase. Além disso,
mesmo que haja inibi¢do parcial da sintese de FMN com a dose do cadmio usada, é
possivel que seja de magnitude insuficiente para afetar a atividade antinociceptiva da
riboflavina. Embora ndo tenham contribuido para o esclarecimento definitivo dos
mecanismos associados ao efeito antinociceptivo induzido pela riboflavina, esses
resultados demonstram a necessidade de ferramentas farmacolégicas mais
adequadas que permitam avaliar, in vivo, o papel de FMN e FAD na expressdo dos

efeitos induzidos pela riboflavina.

O efeito induzido pela riboflavina sobre o edema de pata induzido por carragenina
também foi avaliado. Essa resposta inicia-se com o aumento do diametro vascular e
do fluxo sangliineo no local da lesdo, o que também causa eritema e elevacdo da
temperatura no sitio inflamatério. A permeabilidade vascular também se eleva,
permitindo a passagem de proteinas para o intersticio. O aumento da presséo
coloidosmotica, resultante do acumulo de proteinas no meio extracelular, induz
extravasamento de liquido no local da lesdo. Essas alteracdes vasculares que resultam
no desenvolvimento do edema sdo induzidas por multiplos mediadores
inflamatoérios que atuam de forma conjunta, entre os quais podem ser mencionados
bradicinina (DAMAS & REMACLE-VOLON, 1992), eicosandides, NO (SALVEMINI
et al., 1996) e citocinas diversas (CHEN et al., 1994; SUZUKI et al., 1995).

O modelo de edema de pata induzido por carragenina, proposto por Winter et al.
(1962), tem sido amplamente usado para a investigacdo da atividade antiinflamatoria
de farmacos. O desenvolvimento do edema € inibido em extensdo variavel por
drogas que inibem a producéo e a acao de diferentes mediadores inflamatorios. Entre
essas drogas podem ser mencionadas AINEs (VINEGAR et al., 1987; FRANCISCHI et
al., 2002), AIEs (WINTER et al.,, 1962; BURITOVA et al.,1996), antagonistas de
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receptores de bradicinina (DAMAS & REMACLE-VOLON, 1992), de 5-HT e de
histamina (DI ROSA, 1972).

A riboflavina foi administrada imediatamente e 2 h apés a injecdo de carragenina.
Esse protocolo é semelhante aquele realizado no modelo de alodinia mecéanica, uma
vez que 0 edema de pata induzido por carragenina, assim como a resposta
nociceptiva, é de longa duracdo. Foi observado que a riboflavina também inibiu o
edema de pata induzido por carragenina, sendo a duracédo desse efeito relacionada a
dose. Outro estudo obteve resultado semelhante ao avaliar o efeito induzido pela
riboflavina sobre o edema de pata induzido por carragenina (GRANADOS-SOTO et
al., 2004). Além disso, Franca et al. (2001) e Verdrengh & Tarkowski (2005)
demonstraram que o edema de pata induzido por formaldeido e 6leo de oliva em
camundongos é inibido pelo tratamento com a riboflavina. Diferentes estudos
demonstraram que algumas citocinas (IL-13, TNF-a), que tém sintese inibida pela
riboflavina, sdo importantes para o desenvolvimento do edema induzido por
carragenina (CHEN et al., 1994; SUZUKI et al., 1995). Assim, é possivel que o efeito
antiedema induzido pela riboflavina possa resultar, em parte, da inibi¢do da sintese

de algumas citocinas inflamatorias.

O efeito induzido pela riboflavina sobre a migracao celular observada apés a injecdo
i.p. de carragenina em ratos também foi avaliado. Ha evidéncias de que a migracéo
celular induzida por esse estimulo resulta da agdo de varios mediadores
inflamatorios, entre os quais podem ser mencionados eicosandides (CHIABRANDO
et al., 1989), bradicinina (DAMAS et al., 1990), NO (TRACEY et al., 1995) e citocinas
(FRODE et al., 2001). Embora a riboflavina iniba a sintese de alguns desses
mediadores (TOYOSAWA et al.,, 2004; KODAMA et al., 2005), essa vitamina nao
inibiu a migracgdo celular nesse modelo experimental. A auséncia de atividade da
riboflavina provavelmente nédo resulta do uso de doses inadequadas, uma vez que as
mesmas doses inibiram outros componentes da resposta inflamatéria induzida por

carragenina, como o edema de pata e a alodinia mecanica. Esses efeitos distintos
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provavelmente resultam do envolvimento de diferentes conjuntos de mediadores na

inducéo da alodinia mecéanica, do edema e da migracéo celular por carragenina.

A fim de caracterizar de forma mais ampla os efeitos antinociceptivo e antiedema
induzidos pela riboflavina, foi usado o PDD, um ativador da PKC. Essa enzima
encontra-se ativada durante processos inflamatdérios e tem diferentes alvos celulares.
A PKC fosforila a proteina quinase A, induz liberacdo do precursor da sintese de
eicosanoides, o acido araquiddnico, e estimula a expressdo do gene da COX-2
(WANG et al.,, 2001). Ativadores dessa enzima induzem migracdo celular (de
YOUNG et al., 1989), producédo de citocinas como TNF-a, IL-1b e IL-6 (KONTNY et
al., 1999) e aumento da excitabilidade de nociceptores (SCHEPELMANN et al., 1993;
LENG et al., 1996). Além disso, a injecdo i.pl. de PDD induz comportamento de

lambida de pata, alodinia térmica e mecénica e edema (SOUZA et al., 2002).

A riboflavina ndo reduziu a alodinia mecénica induzida por PDD quando
administrada imediatamente e 2 h apds a injecdo do estimulo. Esse esquema de
tratamento é semelhante ao usado no protocolo experimental no qual a riboflavina
inibiu a alodinia mecanica induzida por carragenina. A resposta nociceptiva
induzida por PDD parece ndo ser dependente da sintese de mediadores
inflamatorios, mas resultar da ativacdo direta de nociceptores (COSTA, 2004).
Embora a riboflavina ndo tenha inibido a resposta nociceptiva, essa vitamina inibiu
parcialmente o edema de pata induzido por PDD. O efeito antiedema induzido pela
riboflavina foi mais evidente no modelo induzido por carragenina do que no modelo
induzido por PDD. Essa inibi¢do, ainda que parcial, poderia ser explicada pelo fato
de alguns dos mediadores importantes para o desenvolvimento de edema induzido
por PDD e carragenina serem comuns (COSTA, 2004). Por sua vez, a ativacao direta
de nociceptores parece ser 0 mecanismo mais importante para a inducdo da resposta
nociceptiva induzida por ativadores de PKC (SCHEPELMANN et al., 1993; LENG et
al., 1996). Portanto, sugere-se que os efeitos distintos induzidos pela riboflavina nos
modelos citados resultam de diferentes mecanismos responsaveis pelo

desenvolvimento dessas respostas e reforcam a hipdtese de que o efeito induzido
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pela riboflavina estd associado, principalmente, & inibicdo da sintese de mediadores

inflamatorios.

A fim de avaliar o efeito induzido pela riboflavina sobre uma resposta inflamatoria
de caréater sistémico, foi usado o modelo de resposta febril induzida por LPS em
ratos. A injecdo i.v. de LPS induziu resposta febril que se estabeleceu de forma lenta,
sendo inibida pela riboflavina. Na segunda hora apoés a inje¢do de LPS, os animais
tratados com a dose de 100 mg/kg apresentaram reducdo da temperatura col6nica.
Apesar disso, a inibicdo da resposta febril ndo pode ser atribuida exclusivamente a
hipotermia resultante da associa¢do entre LPS e a maior dose da riboflavina. Essa
concluséo resulta do fato de que uma dose da riboflavina (50 mg/kg) que néo
induziu hipotermia atenuou a resposta febril de forma semelhante a dose de 100

mg/kg.

Estudos recentes demonstraram que a administracao i.v. da riboflavina, 6 h apdés a
injecdo de LPS, inibiu a producdo de NO e reduziu de forma marcante as
concentracdes plasmaticas de diversas citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1b, IL-
6, IFNg proteina quimiotatica de mondcitos 1 e proteina inflamatoria de macréfago 2
(TOYOSAWA et al., 2004; KODAMA et al., 2005). Uma vez que as citocinas IL-1b
(LONG et al., 1990), IL-6 (LeMAY et al., 1990) e IFNg (DINARELLO et al., 1984) tém
papel fundamental no desenvolvimento da resposta febril induzida por LPS , é
possivel que a inibicdo da sua sintese contribua para a atividade antipirética da

riboflavina.

A fim de avaliar se a riboflavina, além de inibir parametros inflamatérios agudos,
inibe uma resposta inflamatoria de longa duracéo, foi investigado seu efeito sobre o
crescimento de tecido fibrovascular induzido por implante s.c. de disco de algodéo.
A presenca desse material estranho induz, inicialmente, acimulo de liquido e
proteinas, além de migracdo de neutréfilos para o ponto do implante. Desenvolve-se
entdo, ao redor do disco de algodao, uma capsula de tecido fibroso e vascularizado

que contém fibroblastos e células mononucleares. O crescimento desse tecido é
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inibido por varios AINEs e AIEs (SWINGLE & SHIDEMAN, 1972; BAILEY et al.,
1982) e outras drogas, como inibidores da sintese de NO (JANG et al., 2000) e
talidomida (BELO et al., 2001).

Nesse modelo, a massa de tecido fibrovascular dos grupos tratados com uma dose
diaria da riboflavina durante sete dias ndo diferiu daquela do grupo tratado com
veiculo. Entretanto, como discutido anteriormente, 0 Tis2 de eliminagdo dessa
vitamina é curto e o disco de algodao representa um estimulo inflamatério
prolongado. Por esse motivo, foi realizado novo protocolo no qual a riboflavina foi
administrada em intervalos de 12 h, durante sete dias. Com esse tratamento, essa
vitamina inibiu o crescimento de tecido fibrovascular induzido pelo implante. Os
resultados apresentados anteriormente demonstraram a atividade antiinflamatoéria
da riboflavina em respostas inflamatérias agudas. O efeito antiinflamatério induzido
por essa vitamina no modelo de formagdo de tecido fibrovascular induzido por
implante de disco de algoddao demonstra que a riboflavina inibe, também, a fase
proliferativa da resposta inflamatéria. Uma vez que algumas citocinas e quimiocinas
apresentam atividade pr6-angiogénica (SCAPINI et al., 2004; BARCELOS et al., 2005),
é possivel que a inibicdo da producdo de alguns desses mediadores (TOYOSAWA et
al., 2004, KODAMA et al., 2005) esteja associada ao efeito inibitério induzido pela

riboflavina sobre a formacéo de tecido fibrovascular.

Os resultados observados representam motivo de grande interesse uma vez que a
riboflavina € uma droga cujo uso clinico é aprovado e estd associado a uma
incidéncia reduzida de reacOes adversas em adultos e criancas (TANAKA et al.,
1997a; SCHOENEN et al., 1998; BOEHNKE et al., 2004). Entretanto, o uso da
riboflavina como farmaco analgésico ainda é restrito ao tratamento de condigdes
dolorosas que podem resultar da sua deficiéncia. O efeito antinociceptivo induzido
pela riboflavina indica a perspectiva do seu uso, de forma isolada ou associada a
outros farmacos que apresentam atividade analgésica, para o alivio de diferentes
condi¢des dolorosas que ndo estdo associadas a deficiéncia dessa vitamina. A

exacerbacdo do efeito induzido por AINEs por vitaminas do complexo B,
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principalmente tiamina, piridoxina e cianocobalamina, j& foi demonstrada em
modelos experimentais (BARTOSZYK & WILD, 1989; REYES-GARCIA et al., 1999) e
em estudos clinicos (BRUGGEMANN et al., 1990; KUHLWEIN et al., 1990). O uso
associado da riboflavina também poderia permitir a reducdo da dose de outros
farmacos, como os analgésicos opidides e, assim, reduzir a incidéncia de reacdes
adversas que podem ocorrer apds o seu uso. Com o objetivo de investigar essa
possibilidade, avaliou-se a interagdo entre a riboflavina e a morfina no modelo de

resposta nociceptiva induzida por formaldeido.

A riboflavina aumentou, de forma marcante, o efeito antinociceptivo induzido pela
morfina, sendo que a associacdo de uma dose ineficaz do opidide a essa vitamina
induziu efeito semelhante aquele induzido pela maior dose da morfina. Além disso,
a maior dose do opidide, quando associada a riboflavina, aboliu a resposta
nociceptiva induzida por formaldeido. Representando motivo de maior interesse, foi
observado que a associagdo de uma dose ineficaz da morfina com uma dose ineficaz
da riboflavina induziu efeito antinociceptivo. Os resultados permitem propor que a
riboflavina seja um farmaco Gtil para pacientes tratados com a morfina ao possibilitar

a obtencdo de efeito analgésico de maior magnitude e a reduc¢do da dose do opidide.

Em concluséo, o presente estudo demonstra que a riboflavina apresenta atividades
antinociceptiva, antiedema e antipirética e inibe o crescimento de tecido
fibrovascular associado a inflamacdo. Seus efeitos, provavelmente, resultam de
multiplos mecanismos. Esses resultados, associados ao fato de que a riboflavina é
uma droga aprovada para uso clinico, apresenta seguranca bem estabelecida e
aumenta o efeito analgésico induzido pela morfina, podem dar suporte a estudos
clinicos que avaliem o uso dessa vitamina em condi¢bes patoldgicas que ndo estao

associadas a sua deficiéncia.
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