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RESUMO

VISMARI, L. Papel do antidepressivo amitriptilina sobre a resposta inflamatoria
aguda em ratos. [Role of the antidepressant amitriptyline in the acute inflammatory
response in rats]. 2010. 143f. Tese de Doutorado. Instituto de Psicologia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2010.

Diversos estudos tém sugerido uma acdo anti-inflamatéria para o antidepressivo
amitriptilina; a presente investigacao pretende analisar os mecanismos envolvidos
com esta resposta. Mais especificamente, o objetivo do presente estudo € avaliar os
efeitos da amitriptilina sobre a resposta inflamatoria induzida pela carragenina em
ratos e investigar 0s provaveis mecanismos relacionados a estes efeitos. Num
primeiro momento, utilizando-se o0 modelo do edema de pata induzido pela
carragenina, avaliamos o efeito anti-inflamatorio da amitriptilina ap6s administracéo
em diferentes doses e intervalos de tempo, isto é, de forma aguda ou em multiplas
doses, por diferentes vias de administracdo. Verificamos que o tratamento com
amitriptilina 10mg/kg, administrada a cada tempo de meia-vida de eliminagéo,
produziu reducéo significante do edema de pata nos diversos tempos avaliados. Nao
houve reversao deste efeito anti-inflamatério quando os animais foram pré-tratados
com um antagonista de receptores de glicocorticoides (RU-486); houve
potencializacdo do efeito anti-inflamatorio pelo pré-tratamento com antagonista de
receptores alfa-1-adrenérgicos (prazosina). A administracdo de amitriptilina
juntamente com um inibidor inespecifico de sintese de 6xido nitrico (L-NAME) levou
a uma potencializagéo do efeito anti-inflamatoério avaliado pelo modelo do edema de
pata; produziu, ainda, uma reducéo significante na concentracdo de leucocitos e no
namero total de leucdcitos do exsudato peritoneal induzido por carragenina e uma
reducéo significante do total de nitratos circulantes, quando comparados aos animais
do grupo controle. Este efeito anti-inflamatoério avaliado pelo edema de pata nao foi
revertido pela administragcdo de um precursor da sintese de NO. O tratamento com
amitriptilina ou L-NAME isoladamente ou em conjunto ndo produziu alteragdes
significantes na expressdo das moléculas de adesdo ICAM-1, PECAM-1, L-selectina
e MAC-1 por leucécitos do sangue periférico. Quando avaliamos o comportamento
dos leucocitos por microscopia intravital, observamos que a amitriptilina produziu
uma reducdo significante no rolamento, adesdo e transmigracdo de leucocitos
avaliados em condicéo inflamatoria. A administracdo de amitriptilina isoladamente ou

em conjunto com L-NAME também mostrou produzir redugao significante nos niveis



de IL-1beta e TNF-alfa no soro de ratos. Podemos assim concluir que a amitriptilina
apresentou um efeito anti-inflamatério na maioria dos modelos avaliados. Os
mecanismos parecem envolver a participacdo dos receptores alfa-1-adrenérgicos, a
inibicdo da NOS - com consequente reducdo na sintese de NO e das acdes pro-
inflamatorias a ele associadas - e a diminuicdo nos niveis das citocinas IL-1beta e
TNF-alfa. Considerando-se a teoria que implica a depressdo como um fenémeno
inflamatorio, a compreensao dos mecanismos envolvidos no efeito anti-inflamatorio

da amitriptilina poderia contribuir nas investigacdes envolvendo esta teoria.

Palavras-chave: Drogas antidepressivas. Inflamagdo. Moléculas de adeséo celular.

Neuroimunomodulag&o. Citocinas. Microscopia. Oxido Nitrico



ABSTRACT

VISMARI, L. Role of the antidepressant amitriptyline in the acute inflammatory
response in rats. [Papel do antidepressivo amitriptilina sobre a resposta inflamatoria
aguda em ratos]. 2010. XXXf. Tese de Doutorado. Instituto de Psicologia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2010.

Several studies have suggested an anti-inflammatory action to the antidepressant
amitriptyline; the present investigation intend to analyze the mechanisms involved in
this response. More specifically, the objective of the present study is to evaluate the

effects of amitriptyline in the carrageenan-induced inflammatory response and

investigate the possible mechanisms related to these effects. At first, with the
carrageenan-induced paw edema model, we evaluated the anti-inflammatory effect of

amitriptyline administrated in different doses, intervals, acute or chronically, py

different routes of administration. We verified that amitriptyline 10mg/kg,
administrated each elimination half-life, produced a significant reduction on paw
edema in several times evaluated. It was not reverted with the pretreatment with an
glicocorticoid antagonist (RU-486); it was potentiated with the pretreatment with an
alpha-1- antagonist (prazosin). The co-administration of amitriptyline and an
unspecific inhibitor of nitric oxide synthesis (L-NAME) produced a potentialization of
the anti-inflammatory effect, evaluated in the paw edema model, a decrease in the
leukocyte concentration and total number in the carrageenan-induced peritoneal
exsudate and a significant reduction in the total serum nitrate, when compared to the
control group. This anti-inflammatory effect evaluated by the paw edema was not
reverted with a NO precursor administration. The only amitriptyline or L-NAME
treatment didn’t produce significant alterations in the adhesion molecules expression
ICAM-1, PECAM-1, L-selectin e MAC-1 by leukocytes of the peripheral blood. When
the leukocyte behavior was evaluated by intravital microscopy, we verified that
amitriptyline produced significant reduction in the rolling, adhesion and transmigration
of leukocytes evaluate in inflammatory condition. Amitriptyline and/or L-NAME
administration produced a significant reduction on IL-1beta and TNF-alpha levels in
rat's serum. We may conclude that amitriptyline presented an anti-inflammatory effect

in the most models evaluated. Mechanisms seem to involve alpha-l-adrenergic



receptors, NOS inhibition - and consequent reduction in NO synthesis and its pro-
inflammmatory actions - and reduction on cytokines IL-1beta and TNF-alpha levels.
Considering the theory that implicates depression as an inflammatory phenomenon,
the comprehension of the anti-inflammatory effects of amitriptyline could contribute in

the investigations about this theory.

Key-words: Antidepressants. Inflammation. Cellular adhesion  molecules.

Neuroimmunomodulation. Cytokines. Microscopy. Nitric Oxide
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1- INTRODUCAO!

Os estudos pertinentes as interacdes entre os sistemas nervoso, endécrino e
imune tiveram seu inicio nos anos 70, em especial com o trabalho pioneiro de
Bartrop et al (1977) que demonstrou a existéncia de alteragdes imunes em pessoas
gue vivenciaram uma situacao de estresse emocional. No entanto, bem antes disso,
em 1936, Hans Selye ja havia verificado ocorréncia de hipertrofia das glandulas
adrenais e outras alteracbes imunes decorrentes de situacbes estressoras de
diferentes tipos. Neste contexto, apesar de ser a neuroimunomodulacdo enquanto
ciéncia um produto do século passado, ja no século XVII Moliére afirmava em seus
escritos que os males do corpo tinham origem na mente.

Neste sentido, apesar dos avangos e dos inumeros estudos baseados na
Teoria Monoaminérgica, ainda ndo se encontrou explicacdo definitiva e satisfatéria
para a depressao. Esta realidade incentivou a busca por novas teorias, sendo uma
delas a que analisa a depressdo do ponto de vista de um fenbmeno
neuroimunologico, isto é, como tendo perfil pro-inflamatorio. Apoiando esta hipoétese,
diversos estudos tém demonstrado um efeito anti-inflamatério para diversos
farmacos antidepressivos. No entanto, os mecanismos que explicam tais efeitos
ainda n&o foram totalmente elucidados, assim como a eventual relagdo que possam
ter com a depresséo.

Sendo assim, pareceu-nos relevante analisar os mecanismos envolvidos no
efeito anti-inflamatério da amitriptiina — farmaco antidepressivo clinicamente
importante pelos efeitos que tem na depressao e em diversas condi¢des dolorosas.
Para isto, utilizamos o modelo de inflamac&o aguda induzida pela carragenina; em
especial, avaliamos o edema de pata e o exsudato produzidos, ap0s 0 uso de
amitriptilina associada ou ndo a outros farmacos com ac¢éo na inflamacao. Técnicas
de microscopia intravital e avaliacdo de moléculas de adesao por citometria de fluxo

e de citocinas por ELISA também foram empregadas.

! As referéncias bibliograficas encontram-se citadas no item 2 Revisdo de Literatura.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- A NEUROIMUNOMODULACAO

A Neuroimunomodulagéo, também chamada de psiconeuroimunologia ou, menos
frequentemente, de neuroimunoendocrinologia € uma éarea da ciéncia que busca o
estudo das complexas interacdes bidirecionais existentes entre o0 Sistema
Neuroenddcrino e o Sistema Imune (BLALOCK, 1984; FISCHLER, 1987).
Fisiologicamente, ambos os sistemas apresentam uma seérie de semelhancas, ja que
sdo capazes de responder a um grande namero de estimulos externos e internos, além
de desenvolver um comportamento adaptativo baseado em experiéncia e memoaria
(BLALOCK, 1994; CROSS et al, 1986). Uma série de descobertas apoia a existéncia
destas interacdes (BLALOCK, 1984, 1994; DUNN, 1995):

e LinfOcitos: possuem receptores adrenérgicos, colinérgicos e para outros
mediadores quimicos do Sistema Nervoso Central (SNC) e sédo capazes de sintetizar
Hormdonio Adenocorticotropico (ACTH), Hormoénio Liberador de Corticotropina (CRH),
Hormoénio do Crescimento (GH), Hormoénio Liberador de Tireotropina (TRH),
endorfinas, entre outros;

e Inervacdo simpatica de estruturas imunes, tais como medula éssea, timo e
linfonodos;

¢ A regulacéo da atividade de células natural killer (NK) por catecolaminas;

e A IL-6 e a IL-1 regulam a liberacdo de CRH,;

¢ Interleucinas sdo secretadas no SNC, onde existem receptores para as
mesmas;

e Interleucinas produzem alteracbes comportamentais;

¢ O sistema nervoso autdbnomo promove modulagdo da resposta inflamatoria
(TRACEY, 2002).

No entanto, até que fosse atingido o nivel de conhecimento que se tem hoje a
respeito destas interagdes, o surgimento da neuroimunomodulacao foi direcionado
por visdes intuitivas e dedutivas dos resultados obtidos em diversos laboratérios.

O impulso inicial para o estudo das relacdes entre 0 SNC e o sistema imune

adveio de um trabalho classico do hdngaro Hans Selye (1936, republicado em
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1998). Nele o autor apresenta o conceito da Sindrome Geral de Adaptacédo, que
consiste em uma série de alteracbes organicas —divididas em trés estagios- que se
seguem a exposi¢cdo do individuo a um estressor ndo-especifico. Dentre as
alteracbes, encontram-se aumento de tamanho da glandula supra-renal e atrofia do
timo, baco e outros orgaos linfoides. Com estas observacdes, Selye demonstrou,
pela primeira vez, que os efeitos do SNC sobre as fun¢gbes neurovegetativas durante
0 estresse podem influenciar estruturas que fazem parte do sistema imune. No
entanto, foi apenas o trabalho pioneiro de Bartrop et al (1977) que consolidou esta
relacdo, ao mostrar pela primeira vez que uma situacdo de luto produzia uma
diminuicdo da resposta de linfocitos a mitbgenos. Posteriormente, outros estudos
também verificaram que o estado fisico e psicolégico de humanos - tais como
periodos que antecedem as provas, problemas em familia e desemprego — sao
capazes de afetar a atividade de neutrofilos e de macréfagos, produzindo ainda,
entre outros, redugdo na atividade de células NK e na resposta de linfocitos a
mitégenos (revisto por DANTZER; KELLEY, 1989; MILLER, 1998, ALVES;
PALERMO-NETO, 2007). Neste mesmo sentido, a observagao do que acontecia na
depressdo — um modelo clinico excelente para mostrar a existéncia de relacdes
entre cérebro-comportamento-imunidade - jA ha quase trés décadas indicava que
pacientes deprimidos apresentavam um aumento no nuamero de leucdcitos
sanguineos periféricos e uma diminuicdo do namero de linfécitos e da atividade de
células NK, além outras alteracdes, conforme revisdo de Irwin e Miller (2007).

Até 1987, no entanto, as informacdes sobre as relacdes neuroimunes eram
relativamente poucas e baseavam-se, por exemplo, no efeito da manipulacdo de
regides cerebrais e mecanismos hormonais sobre o sistema imune e, também, nos
resultados, ainda escassos, da existéncia de receptores para alguns
neurotransmissores e hormoénios em células imunes. Outro achado também
importante foi o de Ader e Cohen (1975), que mostraram ser a imunossupressao
passivel de condicionamento (revisto por BESEDOVSKY; DEL REY, 2007). Estes
foram alguns dos passos iniciais mais relevantes para a formulagdo da hipétese de
gue as respostas imunes sao sujeitas a regulacao neuro-endocrina.

Neste sentido, uma série de estudos passou a ser realizada em animais a fim
de se avaliar influéncias do SNC sobre a imunidade. A dominancia em ratos e
camundongos demonstrou acompanhar-se de um aumento na imunidade celular e

humoral. A separacdo de um filhote de sua méae, por sua vez, produziu alteracdes
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profundas no sistema imunoldgico, desde reducdo na resposta dos linfocitos a
mitégenos até diminuicdo na capacidade de producdo de anticorpos contra um
desafio viral (DANTZER; KELLEY, 1989). Em um artigo de revisao recente, COSTA-
PINTO et al (2009) correlacionaram o comportamento animal ao tipo de resposta
imune por ele apresentada. Camundongos dominantes, devido a sua posi¢cao
hierarquica, podem priorizar o comportamento doentio frente a aplicacdo de LPS.
Animais submissos, por sua vez, buscam primariamente 0 comportamento
defensivo, mesmo sob efeito de LPS, j& que estdo na presenca do animal dominante
(COHN; DE SA-ROCHA, 2006). Isto sugere que a resposta imune é modulada pelo
contexto ambiental.

Ainda neste sentido, a convivéncia com um animal doente tem demonstrado
produzir no animal saudavel alteragbes em seu padrdo imune, tais como um prejuizo
no estabelecimento de hipersensibilidade do tipo tardia produzida por ovalbumina e
alteracdes no fendtipo de células dendriticas (TOMIYOSHI et al, 2009). Em outro
trabalho, camundongos que conviveram com um companheiro inoculado com tumor
de Ehrlich apresentaram uma diminuicdo na intensidade e porcentagem de
fagocitose por macrofagos estimulados com Onco-BCG ou tumor de Ehrlich e um
aumento no burst oxidativo na presenca de S. aureus. Também foi observada uma
diminuicdo da resisténcia ao crescimento do tumor de Ehrlich neste grupo (ALVES;
VISMARI; PALERMO-NETO, 2007).

Palermo-Neto et al (2008) avaliaram em camundongos o efeito do alojamento
individual sobre o crescimento do tumor de Ehrlich. Animais mantidos
individualmente em gaiolas apresentaram um aumento no volume do fluido ascitico e
no namero de células tumorais, além de uma menor sobrevida quando comparados
aos animais mantidos em caixas coletivas. Houve também um aumento do
comportamento do tipo ansioso nos animais isolados, como avaliado pelo teste do
labirinto em cruz-elevado. Os dados sugeriram que animais mantidos sozinhos
apresentaram uma menor resisténcia ao crescimento do tumor de Ebhrlich. Foi
proposto que esta correlagéo entre comportamento e altera¢cdes imunes envolveria a
ativacao do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA).

No entanto, evidéncias apontam para uma resposta bifasica do sistema imune
em situagbes estressoras, com uma tendéncia para um aumento nas reacdes
imunes no pico do estresse, seguida por uma resposta diminuida no periodo pos-

estresse. Sabe-se, portanto, que a influéncia dos estressores nas respostas
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imunolégicas é complexa, e depende ndo somente das caracteristicas deste
estressor, mas também do tempo no qual este € aplicado em relacdo ao curso da
resposta imune avaliada (DANTZER; KELLEY, 1989; MILLER, 1998, COSTA-PINTO
et al, 2009).

Além do eixo HHA, o sistema neuroendocrino também utiliza o sistema nervoso
autbnomo para regular as respostas imunes. A divisdo autonémica simpatica é
conhecida pela liberacdo de noradrenalina pelos neurbénios pds-ganglionares e de
adrenalina pela medula supra-renal, particularmente em situacdes conhecidas como
de “luta ou fuga”, mas também na regulacdo homeostéatica geral do organismo.
Imunologicamente, o simpatico inerva diversos orgaos linfoides primarios e
secundérios, como o baco, sendo que macréfagos alveolares e leucdcitos
circulantes apresentam alta densidade de receptores beta-2 adrenérgicos. Inclusive,

vale ressaltar o efeito modulatorio exercido pela noradrenalina na producédo de

citocinas. Neste sentido, Selmeczy et al (2003) demonstraram que a producéo das
citocinas IL-1 e TNF-alfa é prejudicada em camundongos deficientes de
transportadores de noradrenalina ou com 0os mesmos bloqueados por desipramina;
mostraram, ainda, que a concentracdo extracelular de noradrenalina e a duracéo da
exposicao a este neurotransmissor estao entre os reguladores chave da produgéo
de citocinas evocada por LPS.

Em relacdo ao sistema nervoso autbnomo parassimpatico, seus neurdnios pos-
ganglionares sao conhecidos por liberarem acetilcolina; um de seus principais
componentes, 0 nervo vago, inerva os principais 0rgaos, incluindo-se aqui aqueles
do sistema reticuloendotelial (figado, pulmdes, baco, rins. e intestino). Tracey (2002)
propGs a existéncia de uma via anti-inflamatoria colinérgica, onde a estimulagédo do
nervo vago leva a diminuicdo da inflamacgéo. A sinapse entre nervos colinérgicos e o
sistema imune requer o receptor nicotinico do tipo sensivel a alfa-bungarotoxina,
expresso em macréfagos e outras células imunocompetentes que modulam ou
participam da resposta inflamatéria (CZURA; TRACEY, 2005).

Em contrapartida, pelo fato de ser uma interacdo neuroimune e bidirecional,
nao apenas o sistema imune pode ser controlado pelo eixo neuro-enddcrino como,
também, o caminho inverso pode ser observado. De fato, em experimento realizado
por Besedovsky et al (1977), ratos imunizados apresentaram um aumento da
atividade elétrica de neurdnios do hipotalamo ventromedial, o que nao foi observado

em animais que nao responderam ao antigeno. Estes resultados mostraram, pela
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primeira vez, um fluxo de informacdes entre sistema imune ativado e sistema
nervoso.

Em 1984, J. Edwin Blalock, em um ensaio pioneiro para uma revista de
imunologia, propds que o sistema imune teria o papel de um 6rgdo sensorial,
podendo, portanto, ser considerado como um sexto sentido. E, como um
componente do sistema sensorial, ele serviria para detectar informacdes que os
outros sentidos ndo seriam capazes de perceber, tais como a presenca de
patégenos, tumores e alérgenos, mobilizando o corpo para responder de forma
adequada a estes desafios. Dentre os exemplos de vias sensoriais aferentes
utilizadas por esta informacdo imunossensorial poderiamos citar, conforme
BLALOCK (1984) e BLALOCK; SMITH (2007):

- neuropeptideos derivados de linfocitos, como a beta-endorfina, modulariam a dor
via nervos sensoriais periféricos;

- hormoénios derivados de leucocitos, como o MSH (hormonio estimulador de
melandcitos) atravessariam a barreira hemato-encefélica e afetariam a sinalizacédo
do sistema nervoso simpético;

- a IL-1, primeira citocina identificada como sendo capaz de ativar o eixo HHA
(BESEDOVSKY et al 1986), agiria nas aferéncias do nervo vago para causar as
alteracdes comportamentais que seréo posteriormente discutidas;

Este achado de que a IL-1 era capaz de ativar o eixo HHA foi posteriormente
reforcado pela descoberta de uma rede citocinérgica com este mesmo papel, que
incluia IL-2, IL -3, IL -6, IL -8, IL -11, IL -12, TNF, INF-gama e GM-CSF, mostrando ai
o importante papel regulador do sistema imune sobre o sistema neuroendocrino
(revisto por BESEDOVSKY; DEL REY, 2007).

A principal producdo de citocinas se faz por células do sistema imune
periférico, e elas podem adentrar no cérebro através de regides onde a barreira
hematoencefalica estd ausente (ex: 6rgdos circunventriculares), menos restritiva,
como na eminéncia mediana ou em situagfes onde ela esteja comprometida (ex.
esclerose multipla). Existem, também, sistemas transportadores para citocinas, além
de liberacdo de citocinas pré-inflamatérias por neurdnios e células da glia dentro do
préprio SNC, como, por exemplo, no hipotalamo, hipocampo, nucleos da base e
outros, com a presenca de receptores funcionalmente ativos para citocinas em
neurdnios dessas regides (KULMATYCKI; JAMALI, 2006; MULLER; ACKENHEIL,
1998; SZELENYI; VIZI, 2007). Existem duas vias pelas quais se acredita que as
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citocinas interfram com o comportamento animal, (CZURA; TRACEY, 2005;
KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002):

- via neural: mais rapida, onde as informacdes seriam levadas ao SNC por vias
nervosas aferentes, como as do nervo vago, cujas termina¢des nervosas encontram-
se em intimo contato com as células dos o6rgdos peritoneais; importante no
comportamento doentio;

- via humoral: mais lenta, envolvendo a producdo de citocinas e de mediadores
inflamatorios por células endoteliais, como a prostaglandina E2 (PGE2); importante
na regulacao de febre e altera¢cdes endocrinas.

Particularmente em relacédo a IL-1, além do seu papel na inflamacdo como
citocina pro-inflamatoria, ja foi citado o fato de que sua injecdo produz no individuo
uma série de respostas comportamentais, coletivamente denominadas como
comportamento doentio (sickness behavior).

Em um artigo de reviséo recente, Goshen e Yirmiya (2009) classificaram a IL-
1 como um regulador central das respostas ao estresse. Sua liberacdo pelo cérebro
em condicbes de estresse leva a liberacdo de glicocorticoides, 0 que em conjunto
produz os efeitos do estresse na memoria e plasticidade neural, sendo estes
benéficos ou deletérios dependendo dos niveis produzidos e da duragdo de sua
producdo. A liberacdo de IL-1 e glicocorticoides também foi envolvida no
desenvolvimento dos sintomas depressivos associados a exposi¢cdo ao estresse.
Thomas et al (2005) verificaram que pacientes com depressdo maior apresentavam
niveis sanguineos de IL-1beta 170% maiores que individuos saudaveis da mesma
idade (maiores de 60 anos), sendo que estes niveis correlacionaram-se fortemente
com a severidade da depressao.

Neste contexto, Vismari, Alves e Palermo-Neto (2008) relataram, em um
artigo de revisdo, que pacientes vitimas de estresse crénico e depressao
apresentam ativacdo das respostas imuno-inflamatorias — com um padrédo pro-
inflamatério - e do eixo HHA, os quais, direta ou indiretamente, influenciam a
neurotransmissdo. Além do fato de se conhecer que pacientes ndo responsivos aos
antidepressivos possuem um sistema imune-inflamatério mais ativo.

Em funcéo desses achados, diversas teorias tém implicado a depressao como
um fenbémeno psiconeuroimunoldgico. Essas incluem desde modelos ligados ao
Sistema Imune-Inflamatério, passando pela Hip6tese Citocinérgica da Depressao até

a chamada Teoria Macrofagica (SMITH, 1991). Todas essas teorias se baseiam na
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ideia de que o aumento na producdo de citocinas pro-inflamatérias observado na
depressao resultaria nos sintomas a ela relacionados, isto é, a depresséo seria um
tipo especial de “comportamento doentio”. Nesse sentido, as citocinas pro-
inflamatérias atuariam como neuromoduladores, mediando o0s aspectos
neuroquimicos, neuroenddcrinos e comportamentais dos transtornos depressivos
(LEONARD, 2001, 2007, 2009; SCHIEPERS et al., 2005; YIRMIYA et al, 2000). No
entanto, h4 uma série de dados controversos na literatura, havendo indicios de um
perfil imune diferente de acordo com o tipo de depresséo.

Sugere-se, com isso, que 0s sistemas nervoso e endocrino desempenhem um
papel relevante na patofisiologia de doencas que envolvem o sistema imunoldgico.
Paralelamente ao aparecimento de alteracdes imunoldgicas em diversos transtornos
psiquiatricos, tem sido de grande interesse o estudo da contribuicdo potencial do
sistema imunolégico para os comportamentos ditos anormais. A interacdo entre
estes sistemas ndo é surpreendente, jA que eles constituem elementos-chave na
manutencdo da homeostase corporal e da resisténcia organica as doencas (MILLER,
1998).

Neste momento, um olhar mais atento para a modulacdo farmacologica das
acoes do SNC levara o leitor a refletir que os psicofarmacos, por atuarem
primariamente no sistema nervoso, poderiam gerar consequéncias imunes. Além
disso, suas acOes farmacoldgicas conhecidas poderiam também depender destes
mecanismos imunes, muitos deles ainda desconhecidos, conforme serd discutido a

sequir.

2.2- OS PSICOFARMACOS NO CONTEXTO DA NEUROIMUNOMODULACAO

Diversos estudos tém buscado avaliar os efeitos de psicofarmacos sobre a

resposta imune/inflamatoria (ABDEL-SALAM et al, 2004; BIANCHI et al, 1995; DE
PAULA et al, 2009; KLEEB, 1999; KULMATYCKI; JAMALI, 2006; YARON et al,
1999).

Particularmente em nosso laboratério, diversos psicofarmacos testados
mostraram a capacidade de influenciar a resposta imune/inflamatoria em diferentes

modelos avaliados. Kleeb et al (1997) inocularam Tumor de Ehrlich sélido na pata de
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camundongos (1,5x10° células) seguido da administracdo de haloperidol 2,0 mg/kg —
s.c. Apos 13 dias foi observado que animais tratados apresentavam uma menor area
necrotica e menor invasao tumoral. Em trabalho posterior, eles verificaram que o
haloperidol induzia um aumento na producdo de O&xido nitrico (NO) e na
porcentagem de espraiamento de macréfagos peritoneais de animais com Tumor
Ascitico de Ehrlich, o que poderia explicar os resultados anteriormente observados
(KLEEB et al, 1999).

Em outro estudo mais recente, ratos machos e fémeas receberam doses
agudas (2,0 mg/kg) ou prolongadas (2,0 mg/kg - 21 dias) de haloperidol, a fim de
avaliar seu efeito sobre a atividade de macrofagos. Os resultados mostraram que 0
tratamento prolongado produziu um aumento no espraiamento de macrofagos, na
fagocitose e na liberacdo de NO em machos e fémeas, ndo havendo efeito
significativo ap0s dose aguda. Além disso, houve um aumento nos niveis de
prolactina e corticosterona apo0s o tratamento com haloperidol de forma aguda e
prolongada. Sendo assim, os resultados sugerem que ativacdo dos macréfagos
tenha se dado por meio da elevacdo dos niveis de prolactina ou como consequéncia
de sua acéao direta sobre receptores dopaminérgicos macrofagicos (LOURENCO et
al, 2005).

O diazepam, por sua vez, tradicionalmente conhecido por sua atividade
psicotropica, induziu alteragcbes imunolégicas em varios modelos animais
(DOMINGUES-JUNIOR et al, 2000; LAZZARINI et al, 2003; MASSOCO; PALERMO-
NETO, 1999; RIGHI et al, 1999; SAKAI et al, 2006; DA SILVA et al, 2003; UGAZ et
al, 1999).

Massoco e Palermo-Neto (1999) investigaram os efeitos do diazepam (1,5
mg/kg/dia, 7 dias) na atividade de macrofagos e nos niveis séricos de corticosterona
em camundongos. Os resultados mostraram que o tratamento com diazepam
diminuiu o espraiamento de macrofagos, a fagocitose, e as concentracfes de agua
oxigenada (peroxido de hidrogénio - H,0O,) liberada espontaneamente por estas
células, além de aumentar os niveis séricos de corticosterona. Tais resultados foram
explicados com base em uma possivel acdo agonista do diazepam em receptores
benzodiazepinicos periféricos (PBRs), atualmente chamados de TSPO (translocator
proteins) presentes nas glandulas adrenais, estimulando a producdo de
glicocorticoides, e/ou em macrofagos, alterando-se assim, direta ou indiretamente, a

rede de citocinas produzidas pelos macréfagos. Posteriormente, foi observado que o
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tratamento agudo e prolongado de ratos com diazepam produziu um aumento no
burst oxidativo de neutrofilos (DA SILVA et al, 2003).

Lazzarini et al (1996) trataram ratos machos com diazepam de forma aguda (10
e 20 mg/kg) e prolongada (10 mg/kg — 21 dias). Ao final dos tratamentos, os animais
receberam o agente flogistico carragenina na pata posterior esquerda, a fim de se
analisar o edema produzido. Os resultados mostraram que o tratamento agudo com
diazepam reduziu o edema de pata, enquanto que o tratamento prolongado nao
produziu efeito significativo, tendo-se sugerido o desenvolvimento de tolerancia apés
tratamento prolongado. Em outra série de experimentos, verificou-se que o
tratamento agudo com diazepam induziu um aumento nos niveis séricos de
corticosterona e redugéo no edema de pata, enquanto a administracéo prolongada
nao produziu efeitos significativos sobre estes parametros. Os niveis plasmaticos de
diazepam nédo diferiram entre os tratamentos agudo e prolongado. Estes dados
sugeriram um papel relevante da corticosterona no efeito anti-inflamatério do
diazepam administrado em dose Unica, 0 que poderia se dar via ativacdo de PBRs
presentes nas células do cortex adrenal, o que levaria a um aumento nos niveis
séricos de corticosterona e consequentemente, a uma reducdo do edema de pata
(LAZZARINI et al, 2003).

Quando se avaliou o efeito do diazepam em um modelo de tumor, a
administracdo deste farmaco (3.0 mg/kg/dia, 7 dias) produziu um aumento no
volume e no numero de células do Tumor ascitico de Ehrlich, o que nao foi
observado em doses menores, mostrando um efeito dose-dependente. Além disso, a
administracdo de diazepam 3.0 mg/kg por 2 dias reduziu a percentagem de
macréfagos espraiados e seu nivel de producédo de NO (SAKAI et al, 2006).

Pensando de forma mais ampla, ndo apenas em psicofarmacos, mas também
em drogas de abuso, camundongos tratados com ecstasy (MDMA 10mg/kg),
apresentaram diminuicdo no burst oxidativo e na porcentagem e intensidade de
fagocitose por neutrofilos, além de alteragédo na distribuicdo de leucdcitos no sangue,
medula éssea e baco. Tais efeitos ndo foram observados in vitro, o que indica a
participagdo do controle exercido provavelmente pelo eixo HHA ou pelo sistema
noradrenérgico (DE PAULA et al, 2009).

Szuster-Ciesielska e colaboradores (2003) compararam a influéncia de
antidepressivos triciclicos (imipramina), heterociclicos (mianserina) e do litio na

producdo de citocinas por ceélulas mononucleares do sangue periférico de



Revisdo de Literatura 37

voluntérios sadios. Os resultados mostraram que todos os antidepressivos regularam
a producao de citocinas, aumentando a produgdo das citocinas anti-inflamatorias e
inibindo aquela das pré-inflamatérias. Altas concentracbes de imipramina e
mianserina também inibiram o burst oxidativo de neutréfilos, sugerindo estes fatos
um efeito imunorregulatério dos antidepressivos na funcao de leucécitos humanos.
Como a presente tese trata do efeito de um antidepressivo sobre a resposta

inflamatoria, esta classe de farmacos sera melhor abordada no préximo capitulo.
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2.3 OS ANTIDEPRESSIVOS NO CONTEXTO DA NEUROIMUNOMODULACAO

Os primeiros antidepressivos foram descobertos por acaso ha mais de quarenta
anos. No entanto, somente mais tarde determinou-se que a acéo destes agentes se
fazia pela inibicdo da enzima monoaminoxidase (MAO) ou pelo bloqueio da
recaptacdo de noradrenalina ou de serotonina. Estas duas classes de
antidepressivos - o0s inibidores da MAO e o0s antidepressivos triciclicos,
respectivamente - dominaram o tratamento da depressao durante quase 30 anos,
até o final da década de 1980, quando foram introduzidos os inibidores seletivos de
recaptacao de serotonina. Posteriormente, outras classes de antidepressivos foram
desenvolvidas, cujo mecanismo de acéo difere dos demais. A venlafaxina, por
exemplo, bloqueia a recaptacdo de serotonina, noradrenalina e dopamina, enquanto
a mirtazapina é um antidepressivo antagonista alfa-2 — o que aumenta a
neurotransmissdo serotonérgica e noradrenérgica - além de antagonista de
receptores 5-HT,, 5-HT3 e H; (RANG et al, 1997; STAHL, 1998).

O mecanismo de acado dos antidepressivos triciclicos (ATC) prop0de inibi¢des,
de forma néo-seletiva, da recaptacdo de noradrenalina e de serotonina. No entanto,
tais farmacos também agem como antimuscarinicos, antagonistas adrenérgicos alfa-
1 e antihistaminicos (H;); estas acfes sdo consideradas responsaveis por muitos
dos efeitos colaterais destes medicamentos, tais como ganho de peso, sonoléncia,
constipacao, boca seca, visdo borrada, hipotensao e vertigem.

Os varios tipos de ATC diferem entre si na seletividade de inibicdo da
captacdo de noradrenalina e de serotonina, sendo os principais representantes do
grupo a imipramina, a nortriptilina e a amitriptilina (RANG et al, 1997; STAHL, 1998).

A amitriptilina, em particular, tem papel especial na clinica, onde além de seu
efeito antidepressivo é considerada como tratamento de escolha para diferentes
tipos de dor cronica, incluindo-se enxaqueca e dor crénica miofascial. Este efeito
analgésico, apesar de independente do efeito antidepressivo, parece envolver a
inibicdo da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (CASTELLS; DELGADO;
ESCODA, 2008).

Diversos estudos tém demonstrado o papel de antidepressivos na resposta
inflamatoria, com resultados indicativos de uma downregulation na producdo de

citocinas pré-inflamatoérias in vitro, e uma mudanca de padrdo Th; para Th,, que séo
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anti-inflamatérias e protetoras. Logo, a neuroprotecdo e as diversas formas de
plasticidade neuronal, incluindo neurogénese e sinaptogénese no hipocampo,
seriam 0s mais provaveis mecanismos moleculares da terapia antidepressiva, ja que
o tratamento cronico com antidepressivos também é responsavel pelo aumento de
fatores neurotroficos, como o BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro)
(CASTREN et al, 2007; MULLER e SCHWARZ, 2007; NISHIDA et al, 2002).

Achar et al (2003) demonstraram que o tratamento com amitriptilina facilitou a
eliminacéo de calculos urinarios em gatos, além de produzir melhora na sua funcéo
renal. Este efeito se deve a um potente relaxamento da musculatura lisa do trato
urinario, mediado pelo bloqueio de canais de potassio voltagem-dependentes.
Posteriormente, estes mesmos autores submeteram camundongos a um modelo de
doenca renal. Animais tratados com amitriptilina por 7 dias apresentaram reducao da
fibrose intersticial e da inflamac&o, com menor infiltracdo de macroéfagos. Houve
reducdo na €xpressao de genes dos marcadores de injuria tubulointersticial
progressiva, como MCP-1, ICAM-1, and TGF-B1, quando comparados aos animais
do grupo controle. O trabalho em questéo prop6s a amitriptilina como um importante
agente terapéutico, ndo sé por bloquear a inflamacéo e a fibrose renal, mas também
pelas suas propriedades analgésicas, que auxiliaram no bem-estar e consequente
ganho de peso dos animais (ACHAR et al, 2009).

O’Brien et al (2007) avaliaram os niveis de citocinas pr6 e anti-inflamatorias (IL-
6, TNF-qa, sIL-6R, IL-8 e IL-10,) em trés grupos: pacientes com depressdo maior
resistentes a terapéutica com ISRS, pacientes eutimicos resistentes a terapéutica
com ISRS e controles saudaveis. Os pacientes deprimidos apresentaram niveis
aumentados das citocinas proé-inflamatoérias IL-6 e TNF-a quando comparados aos
controles saudaveis. Dados dos pacientes eutimicos nado diferiram daqueles do
grupo controle. Ndo se encontraram diferencas nos niveis de citocinas anti-
inflamatorias entre os grupos. Os resultados sugeriram a necessidade de supressao
das citocinas pro-inflamatorias para a recuperacdo de um quadro depressivo,
mesmo em pacientes resistentes a terapéutica antidepressiva com ISRS.

As interagfes entre 0s sistemas catecolaminérgico e inflamatério se mostram
importantes ja que alguns anti-inflamatérios possuem efeitos antidepressivos,
particularmente os inibidores da enzima ciclooxigenase do tipo 2 (COX-2), e a

maioria dos antidepressivos podem modular a resposta imune, mostrando inclusive



Revisdo de Literatura 40

efeito anti-inflamatorio (ABDEL-SALAM; NOFAL; EL-SHENAWY, 2003; BIANCHI et
al, 1995; MULLER; SCHWARZ, 2007; SZELENYI; ViZI, 2007; SZUSTER-
CIESIELSKA et al, 2003; MULLER, 2010). Outros trabalhos também verificaram que
a amitriptilina e a imipramina, dois antidepressivos triciclicos, foram capazes de
ativar em camundongos a enzima 15-hidroxiprostaglandina desidrogenase,

responsavel por degradar prostaglandinas, sendo este mais um possivel mecanismo

para explicar seu efeito anti-inflamatério (MAK; CHEN, 1986). Ha evidéncias de que
diferentes classes de antidepressivos também agiriam como inibidores da enzima
ciclooxigenase (LEONARD, 2001).

Sendo assim, o tratamento com antidepressivos, por estimular a producéo de
citocinas anti-inflamatorias, inibindo aquelas com padrdo Th;, levaria a uma
diminuicdo na produgdo central de NO e PGE,; diminuiria a resisténcia dos
receptores de glicocorticoides, restaurando a atividade do eixo HHA prejudicada
pelas citocinas, além de inibir a ativagdo da enzima indolamina-2,3-dioxigenase
(IDO). Tal enzima converte o triptofano em quinurenina e acido quinolinico, este
altimo uma substancia neurotdxica implicada em transtornos neurodegenerativos e
cuja via resulta na producdo de metabdlitos neurotdxicos presentes em individuos
deprimidos. O &cido quinolinico é também um agonista de receptores NMDA que
prejudica o feedback negativo de glicocorticoides, causa perda de receptores
glicocorticéides e atrofia hipocampal (KULMATYCKI; JAMALI, 2006, MULLER;
SCHWARZ, 2007). A inibicio da IDO pelos antidepressivos elevaria a
disponibilidade de triptofano e a neurotransmissdo serotonérgica e
catecolaminérgica, reduzindo, desta forma, a sintomatologia depressiva
(CASTANON, 2002; LEONARD, 2001; SCHIEPPERS et al, 2005).

No entanto, existem diversas contradicbes na literatura que trata desse
assunto. Marques-Deak et al (2007) selecionaram mulheres diagnosticadas com
diferentes subtipos de transtorno depressivo maior e as avaliaram quanto aos niveis
de citocinas pro-inflamatérias e cortisol. De maneira interessante, ndo se
observaram diferencas entre os pacientes com depressao e individuos de um grupo
controle saudavel em relacdo a esses parametros. No entanto, apds o tratamento
com antidepressivos, houve aumento significativo dos niveis das citocinas pro-
inflamatérias IL-1B, IL-6 e IFN-y, independentemente do subtipo de depressao
(melancélico ou ndo melancodlico, agudo ou crénico, episddico ou recorrente, severo

ou moderado). De acordo com os autores, outros estudos deveriam ser realizados,
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padronizando-se o tipo de antidepressivo utilizado, a duracdo do tratamento e
fatores que levem o paciente ao estresse, tais como a hospitalizagéo.

Apesar das controvérsias da literatura, diversos estudos, conduzidos também
com animais, tém demonstrado o papel anti-inflamatério dos antidepressivos.
Bianchi et al (1994) observaram que a administracdo aguda de fluoxetina (2,5; 5,0 e
10,0 mg/kg- i.p.) reduziu significantemente o edema de pata induzido por levedura
em ratos. Tal efeito anti-edema foi bloqueado por adrenalectomia e hipofisectomia,
sendo que o uso de um antagonista de CRH nao influenciou o efeito inicial
observado. Estes resultados sugeriram aos autores a participacao do eixo HHA, sem
participacéo direta do CRH, no efeito anti-edema induzido pela fluoxetina. Dados da
literatura indicam também uma possivel influéncia dos mecanismos neuronais
espinais envolvendo receptores GABAa no desenvolvimento da inflamagéo
periférica.

Outro trabalho, utilizando desta vez a clomipramina (10,0; 20,0 e 40,0 mg/kg —
i.p.) e a fluoxetina (5,0; 10,0 e 20,0 mg/kg - i.p.) também mostrou que estes dois
antidepressivos reduziram o edema produzido pela implantacdo de carragenina no
dorso de ratos, com diminui¢cdo do volume do exsudato, diminuicdo da concentracéo
e da atividade de prostaglandinas E, (PGE,); mostraram, ainda, que a clomipramina
e a fluoxetina (esta ultima apenas na maior dose) inibiram a acéo da substancia P, a
qual é fundamental para a inflamac&o neurogénica. Sabendo que a clomipramina, ao
contrario da fluoxetina, é conhecida por diminuir a migragéo de polimorfonucleares, e
gue a fluoxetina esta envolvida na ativacdo do eixo HHA, os autores sugeriram ser 0
efeito anti-inflamatorio da fluoxetina mediado pela liberagdo de glicocorticoides
produzidos via aumento de serotonina no SNC; sugeriram, ainda, que o efeito da
clomipramina envolvia mecanismos neuro-imunes, via substancia P (BIANCHI et al,
1995).

Por outro lado, a atividade anti-inflamatoria da fluoxetina — um inibidor seletivo
de recaptacao de serotonina- foi estudada no modelo da inflamacéao induzida por
carragenina. Houve uma diminui¢do significante do edema de pata com a utilizacéo
de fluoxetina (10-60 mg/kg i.p.) 30 minutos antes da carragenina, administrada tanto
aguda como cronicamente. Tal efeito anti-edema foi parcialmente suprimido pelo
antagonista opioide naloxona (ABDEL-SALAM et al, 2004).
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Neste contexto, para uma melhor compreensdo dos experimentos que serao
posteriormente apresentados, torna-se fundamental uma breve revisdo dos

principais aspectos envolvidos no processo inflamatério.

2.4- PRINCIPAIS ASPECTOS DA INFLAMACAO

A exposicao diaria e continua do organismo a uma variedade de patdégenos
ambientais e estimulos lesivos pode causar uma leséo celular e, como consequéncia
um fenbmeno complexo denominado “Processo Inflamatério ou Inflamacédo”, cujas

primeiras descricdes remontam aos papiros egipcios em 3000 a.C. Muitos de seus

componentes tém sido encontrados em todos os vertebrados estudados até o
momento, além do fato de que algumas formas de resposta adaptativa as condi¢cdes
adversas, tais como lesdes e infec¢des, ocorrerem em todos 0s animais e plantas
(MEDZHITOV, 2008).

O evento inflamatorio em si ndo € uma doenga; sua funcéo é destruir, diluir ou
encerrar o agente lesivo, livrando o organismo das causas e consequéncias desta
leséo, restaurando a funcdo do tecido lesado. Este processo € desencadeado por
inimeros estimulos, como agentes infecciosos, alteracdes do sistema imune,
interacbes antigeno-anticorpo e outros tipos de injuria, que levam o organismo a
apresentar os quatro sinais classicos de inflamagé&o: rubor (vermelhiddo), tumor
(edema), calor e dor, como consequéncia de uma série de eventos quimicamente
mediados. Entretanto, em algumas condi¢cdes, o processo pode progredir para a
cronicidade, levando o individuo ao quinto sinal, que € a perda da funcédo, onde ha
alteracdes e destruicdo dos tecidos subjacentes (COTRAN; KUMAR; COLLINS,
2000; HAJJAR; PINHEIRO, 1999; MELLO; LAURINDO, 2000).

Diante do exposto, pode-se dividir didaticamente a inflamac&o em:

v'Inflamacdo Aguda: onde ha resposta imediata e precoce a um agente
nocivo e um papel importante dos fendbmenos vasculares;

v'Inflamacao Crodnica: considerada aquela de duragdo prolongada
(semanas a meses), no qual inflamacgéo ativa, destruicdo tecidual e tentativas de
reparacao estdo acontecendo simultaneamente (COTRAN; KUMAR; COLLINS,
2000).
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A inflamacdo aguda, que sera enfocada no presente trabalho, possui trés
componentes principais:

1) Alteracbes do calibre vascular, que acarretam um aumento do fluxo
sanguineo e consequente calor e rubor local;

2) Alteragbes estruturais da microvasculatura, com aumento de sua
permeabilidade, que permitem que as proteinas plasmaticas e leucocitos deixem a
circulacdo, levando a formagdo de um exsudato inflamatério agudo, tipico da
inflamacgé&o aguda,;

3) Migragao dos leucécitos da microcirculacdo e seu acumulo no foco da leséo.

O exsudato formado € um liquido extravascular inflamatdrio com densidade
maior que 1,020, rico em fluido (sais + proteinas), fibrina (proteina insolavel de alto
peso molecular), muitos neutréfilos (poliformonucleares (PMN)), poucos macréfagos
e alguns linfécitos, além de restos celulares. A producéao deste exsudato resulta em
um aumento final do liquido extravascular, o qual é denominado edema, cuja
composicdo exata é variavel conforme o local e causa da inflamacdo (COTRAN,;
KUMAR; COLLINS, 2000; STEVENS; LOWE, 2002).

Em relagdo aos processos celulares na inflamagéo, sabe-se que os leucécitos
desempenham papel fundamental na ativacdo e manutencao do estado inflamatorio.
Ap6s um estimulo lesivo, os polimorfonucleares neutréfilos e os mononucleares
circulantes se dispdem junto as paredes internas dos pequenos vasos para depois
atravessarem-nas e atingirem a area lesada, sendo os neutrofilos as principais
células do infiltrado em lesdes agudas.

Mas para que isto seja possivel, 0s seguintes passos S&80 necessarios
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; COUSSENS; WERB, 2002; MELLO;
LAURINDO, 2000; STEVENS; LOWE, 2002; MEDZHITOV, 2008):

e Com a diminuicdo do fluxo sanguineo no inicio da inflamacao, gracas ao
aumento da permeabilidade vascular, ocorre a marginacdo dos leucocitos ao longo
da superficie do endotélio;

e H4 ativagdo de moléculas de adesdo da familia das selectinas (Selective
Function Lectins), que facilitam o rolamento (rolling) destas células pelo endotélio
vascular;

¢ Os leucdcitos sdo ativados e aderem ao endotélio, sendo imobilizados com

o auxilio das moléculas de adesédo da familia das integrinas e das imunoglobulinas;
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e Com o0 tempo, o0 endotélio passa a ser revestido de leucdcitos
(pavimentacéo)

¢ Estas células passam por transmigracédo pelo endotélio, com o auxilio de
proteases extracelulares e de moléculas de adeséo da familia das imunoglobulinas,
como a PECAM;

e ApO0s este extravasamento, 0s leucocitos migram nos tecidos em direcéo ao
local da lesé@o por um processo denominado quimiotaxia;.

e Ocorre acumulo de leucécitos no foco inflamatério, seguido de fagocitose e
liberacdo de enzimas lisossdmicas, metabolitos ativos derivados do oxigénio e
produtos do metabolismo do acido araquidénico (prostaglandinas - PGs — e
leucotrienos - LTs), para uma efetiva destruicdo do agente lesivo;

e Apb6s a fagocitose, os neutrofilos vdo a morte celular apoptética e sao
removidos por macrofagos ou pelos vasos linfaticos.

A figura 1 ilustra este processo:

Rolagem —» Ativagio —> Aderéncia — Transmigracao
ou diapedese

1 Selectinas J!
' (BEL) 1 Integrinas / Imunoglobulinas 1
T I vt miave s
neutrofil (1FA 1, MAC 1/ ICAM 1)
eu't O O :l';' i 4‘4!. -4 / VCAM'I) ’JI'..(../L"M*J'
m OUIFON
&~ e T

=

Quimioatratores

ATIVACAO /
1 -
Estimulo | <oriioTaxia &
(local da inflamacgé&o) (Migragéo para a area lesada)

Figura 1 - Representacdo esquematica do comportamento leucocitario frente a um
estimulo inflamatério local. As principais etapas envolvem o rolamento de
leucocitos (rolling), seguido pela sua adesdo e transmigracdo. No
esquema encontram-se representadas as principais moléculas de adesao
envolvidas em cada processo. (Modificado de COTRAN; KUMAR,;
COLLINS, 2000)
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Diversas moléculas estdo envolvidas na rolagem, adesdo e transmigracao
leucocito/endotélio. Os leucocitos possuem moléculas de adesédo da familia das
selectinas (L-selectina) e integrinas (VLAs, LFA-1, MAC-1), assim como
glicoproteinas com residuos de carboidratos. O endotélio, por sua vez, possui P e E-
selectinas, imunoglobulinas e integrinas (BRASILEIRO-FILHO, 2006).

As selectinas sdo uma familia de glicoproteinas transmembrana calcio-
dependentes. A P-selectina é constitutivamente sintetizada por células endoteliais e
plaquetas, fica armazenada nos granulos de Weibel-Palade, podendo ser
rapidamente expostas frente a estimulos (TNF-alfa, IL-1, histamina, complemento),
onde ficam por pouco tempo. Tém papel importante no recrutamento inicial de
leucécitos na inflamacgéo. A E-selectina, por sua vez, tem sua sintese no endotélio
induzida por IL-1, TNF-alfa, LPS e IFN-gama (potencializador). Os ligantes destas
duas selectinas sao carboidratos das membranas dos leucocitos, especialmente os

grupos sialil Lewis X. Estdo envolvidas no rolamento de leucécitos (rolling)

(BRASILEIRO-FILHO, 2006; Petri; Phillipson; Kubes, 2008)- As principais
imunoglobulinas do endotélio sdo as ICAM-1 e 2 (Intercellular adhesion molecule),
VCAM (vascular CAM) e CD 31. Seus ligantes sdo as integrinas dos leucocitos. As
ICAM-2 s@o constitutivamente expressas e armazenadas, sendo rapidamente
expostas apos serem estimuladas com IL-1, TNF-alfa e histamina. ICAM-1, VCAM-1
e CD-31, por sua vez, ndo sao constitutivamente expressas, sendo sua producéo
induzida por IL-1, TNF-alfa, além de Interferon-gama e LPS (BRASILEIRO-FILHO,
2006).

As integrinas dos leucdcitos, por sua vez, tém expressdo estimulada por
agentes quimiotaticos, como quimiocinas (IL-8 nos polimorfonucleares), PAF (fator
ativador de plaquetas) e fracdo C5a do complemento; particulamente nos monacitos,
isto se d& pela acdo de citocinas (IL-1, TNF-alfa e IFN-gama) (BRASILEIRO-FILHO,

2006; PETRI; PHILLIPSON; KUBES, 2008)-
A tabela 1 resume algumas das principais moléculas de adeséao, bem como

sua localizacgéo, funcéo e principais ligantes.
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Tabela 1 - Algumas das principais moléculas de adesdo envolvidas no processo
inflamatorio (Adaptado de BRASILEIRO-FILHO, 2006 e JANEWAY, 2000)

Molécula de Adeséo Sinénimos Localizagcao Funcao Alguns
ligantes
SELECTINAS
L-selectina CD-62L, leucdcitos rolamento GlyCAM-1,
CD34
E-selectina CD-62E endotélio rolamento  Sialil Lewis X
P-selectina CD-62P Endotélio e rolamento  Sialil Lewis X
plaguetas
IMUNOGLOBULINAS
ICAM-1 CD54 Endotélio adesio LFA-1, MAC-
ativado/leucécitos 1
ICAM-2 CD102 Endotélio em adesao LFA-1
repouso /leucécitos
VCAM-1 CD106 Endotélio ativado adesao VLA-4
PECAM CD31 Endotélio/ diapedese CD-31
leucdcitos
INTEGRINAS
alLB2 LFA-1 leucécitos Adeséo ICAMs
CD11a/CD18
aMpB2 MAC-1 Macrofagos, Adeséo ICAML.
CD11b/CD18 mondcitos e PMN fibrinogénio
A4B1 VLA-4 Linfécitos, Adeséo VCAM-1,
CD49d/CD29 mondcitos e fibronectina
macréfagos

O desencadeamento e a manutengcdo do estado inflamatorio dependem de
inimeras substancias conhecidas como mediadores da inflamacgéo. Provenientes do
plasma ou secretados por células ativadas, eles sao liberados concomitante ou

sequencialmente nos sitios da lesdo, em resposta a um fator etiolégico (HAJJAR;
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PINHEIRO, 1999; MELLO; LAURINDO, 2000; MEDZHITOV, 2008). Tais mediadores
podem ser divididos em:
e Proteoglicanas: servem como sitio de ligagdo dos mediadores, além de
uma atividade regulatoria;
¢ Mediadores enzimaticos como as proteases
¢ Mediadores Quimiotaxicos: como as citocinas, os leucotrienos, o sistema
complemento e o Fator Ativador de Plaquetas (PAF);
e Mediadores com propriedades vasoativas: como histamina, PAF, éxido
nitrico (NO), adenosina e o0s metabdlitos do &cido araquiddnico
(prostaglandinas e leucotrienos)

Em relagdo aos mediadores quimiotaxicos, a quimiotaxia dos leucdcitos pode
ser iniciada por uma série de agentes que inclui produtos bacterianos, produtos da
via da lipoxigenase (leucotrieno B4 - LTB4), citocinas como a IL-8, caseina e
peptona. Além deles, existem inimeras substancias que, em contato com 0 soro,
geram fatores quimiotéaxicos via ativagdo do sistema complemento. Neste contexto, a
fracdo C5a do sistema complemento esta envolvida com a liberacdo de mediadores
inflamatorios, incrementa a adesao e ativacdo leucocitaria e € considerada o mais
importante fator quimiotaxico para mastécitos, PMN e basofilos (MELLO;
LAURINDO, 2000).

Outro agente quimiotdxico de grande importancia no estudo de migracao
celular € o FMLP (N-formil-L-metionil-L-leucil-fenilalanina), um dos peptideos
sintéticos mais potentes em atrair PMN. Posteriormente, verificou-se que a propria
parede mitocondrial pode promover a liberagcdo desse agente e que, inclusive, ha
receptores especificos nas células humanas, ressaltando sua importancia no
processo inflamatério (CHEN; JAN, 2001; SELVATICI et al, 2006).

As citocinas sdo moléculas proteicas ou glicoproteicas soluveis secretadas por
diversas células em resposta a uma variedade de estimulos. Suas acfes sé&o
variadas, o que faz com que elas sejam classificadas em 3 grupos: citocinas anti-
virais (interferon-y, interleucina 15 e 12 (IFN-y, IL-15 e IL-12, respectivamente));
citocinas pré-inflamatérias (fator de necrose tumoral - TNF-oc, IL-1, IL-6,
quimiocinas); citocinas regulatérias, como a IL-10 (HAJJAR; PINHEIRO, 1999)

Dentre os mediadores com propriedades vasoativas, a histamina esta entre as
primeiras substadncias a serem liberadas na inflamagdo aguda, vinda da

degranulacdo de mastocitos, além de basofilos e plaquetas circulantes. Tipicamente,
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a histamina provoca a dilatacdo de pequenos vasos sanguineos, resultando em
rubor, diminuicéo da resisténcia periférica total e aumento da permeabilidade capilar.
A ativacdo dos receptores H; e H, pode causar vasodilatacdo maxima, apesar de 0s
receptores H; exibirem maior afinidade pela histamina, mediando uma resposta
dilatadora rapida no seu inicio e de curta duragdo (HARDMAN; LIMBIRD, 2003).

Os receptores H1 séo encontrados nas células endoteliais e sua estimulagao
leva & liberagédo de substancias vasodilatadoras locais. Entre os principais efeitos da
ativacdo de receptores H; estdo a contracdo da musculatura uterina, brénquica e
intestinal, aléem do aumento da permeabilidade vascular em vénulas pés-capilares.
Em contraste, a ativacdo de receptores H; leva a um aumento da secrecao gastrica
de &cido e da secrecdo de muco nas vias aéreas, além de efeitos imunomodulatorios
(STITES; TERR; PARSLOW, 1994; HARDMAN; LIMBIRD, 2003). Foi demonstrado
que a ativacdo de receptores H, leva a supressao da sintese de TNF-o« no local da
inflamacéo, além de inibir a movimentacéo e exocitose de polimorfonucleares, o que
paradoxalmente contribuiria para uma limitacdo das respostas inflamatorias e
imunes locais (BRASILEIRO-FILHO, 2006; TANAKA; ICHIKAWA, 2006). A ligacéo a
receptores Hs, por sua vez, afeta a sintese e liberacdo de histamina e de alguns
neurotransmissores, como a acetilcolina, dopamina, noradrenalina e serotonina,
além de diversos estudos apontarem 0s agonistas Hz como potenciais agentes
gastroprotetores, anti-inflamatérios e anticonvulsivantes (HARDMAN; LIMBIRD,
2003). O receptor de histamina mais recentemente identificado- receptor H4 —
mostrou ser primariamente expresso em leucécitos e parece estar implicado na
ativacdo de linfécitos, eosindfilos e mastoécitos in vitro, sendo que o antagonismo
deste receptor preveniu a neutrofilia na cavidade pleural de camundongos que
receberam zymosan, mas nao daqueles que receberam carragenina (TAKESHITA et
al, 2003).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina tem acdes similares as da histamina sobre a
permeabilidade vascular em vénulas pos-capilares na vigéncia de uma inflamacao
aguda. Esta presente nas plaquetas e em células enterocromafins e sua liberacéo
acontece quando agregados plaquetarios entram em contato com colageno,
trombina, difosfato de adenosina (ADP) e complexos antigeno-anticorpo (MELLO;
LAURINDO, 2000).

A bradicinina € um neuropeptideo vasoativo produzido a partir do precursor

plasmatico chamado cininogénio pelas proteases conhecidas como calicreinas. Sua
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vida média € curta (cerca de 15 minutos) e sua formacéo se da a partir de varios
fatores, como leséo tecidual, reacdes alérgicas e outros eventos inflamatérios. Sua
acao local produz dor, aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacdo, esta
tltima mediada pela produgédo de oOxido nitrico e de prostaglandinas pelas células
endoteliais vasculares (MELLO; LAURINDO, 2000; HARDMAN; LIMBIRD, 2003).

O acido araquidonico € um acido graxo de 20 carbonos liberado a partir de
fosfolipideos de membrana através da enzima fosfolipase A, a qual pode ser
ativada por diversos estimulos (quimico, inflamatério, traumatico). O metabolismo do
acido araquidénico leva a producao dos eicosanoides pela acéo de ciclooxigenases
(COX), gerando prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TX)] ou pela acdo de
lipoxigenases, levando a producdo de leucotrienos (LT) e lipoxinas (MEDZHITOV,
2008).

Diante de um trauma tissular, por exemplo, o acumulo local destes mediadores
leva a sensibilizagcdo periférica da dor, levando a hiperalgesia. Além disso, a
prostaglandina E, (PGE;) e a prostaciclina (PGI,) sao importantes na vasodilatacédo
inflamato6ria e no incremento da permeabilidade vascular e quimiotaxia promovida
por outros mediadores. O Tromboxano A, (TXA>), por sua vez, € um potente agente
de agregacao plaquetaria e vasoconstritor, rapidamente convertido a sua forma
inativa TXB2. Além disso, as prostaglandinas também estdo envolvidas na
patogénese da febre e dor na inflamacé&o.

A enzima COX possui duas isoformas denominadas COX-1 e COX-2. A
atividade da COX-1 predomina em condic¢@es fisioldgicas, agindo como citoprotetora
gastrica e mantenedora da homeostase renal e plaquetaria. A COX-2 € conhecida
como uma enzima induzida em situacOes de trauma tissular e inflamacéo. A partir
deste principio, 0 mecanismo de acdo das drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais
baseia-se na inibicdo, cada vez mais seletiva, da COX-2, a fim de minimizar os
efeitos colaterais relacionados a uma inibicao néo-seletiva. No entanto, a descoberta
da presenca constitutiva da COX-2 em tecidos humanos e animais levanta o
guestionamento sobre a real vantagem desta inibicdo especifica a que buscam os
mais recentes anti-inflamatérios (MELLO; LAURINDO, 2000; KUMMER; COELHO,
2002; FONSECA; VILORIA; REPETTI, 2002). Por outro lado, as lipoxinas (e as
resolvinas derivadas de acidos graxos 6mega-3 da dieta e as protectinas) inibem a
inflamacédo e promovem a resolugdo da inflamagcdo e o reparo tecidual
(MEDZHITOV, 2008)
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O oxido nitrico (NO) foi descrito inicialmente como fator relaxante derivado do

endotélio (EDRF). A enzima 6xido nitrico sintase (NOS) é a responsavel pela
conversdo da L-arginina em NO e L-citrulina. Existem trés tipos de NOS
(MONCADA,; HIGGS, 1991; TRIPATHI et al, 2007):

-Neuronal: também chamada de NOS | ou eNOS, é constitutivamente
expressa via mecanismo calcio/calmodulina-dependente. Foi originalmente
caracterizada em neurénios;

-Endotelial: também chamada de NOS Ill ou eNOS, €& constitutivamente
expressa via mecanismo calcio/calmodulina-dependente. Foi originalmente
caracterizada em células endoteliais;

-Induzida: também chamada de NOS Il ou iINOS, ndo € constitutiva, sendo
expressa em células ativadas via mecanismo calcio/calmodulina-independente;
expressa por neutrofilos, hepatocitos e células epiteliais de vias aéreas, sua
expressdo é regulada por citocinas, e os fatores de transcricdo que participam desta
regulacéo incluem NF-kB, AP-1 e STAT-1.

Em presenca de oxigénio, o NO é rapidamente metabolizado em radicais nitrito
(NOy) e nitrato (NO3"), podendo reagir também com anion superoxido, originando os
peroxinitritos, que sdo considerados responsaveis pela sua acao lesiva ao tecido. As
acbes do NO véao desde a influéncia sobre a funcdo imune de macrofagos, agcéo
como neurotransmissor no SNC e periférico e no relaxamento de vasos sanguineos.
(DAWSON; DAWSON, 1995; SAUTEBIN et al, 1998).

O NO possui uma série de acbes consideradas pro-inflamatorias: € um
potente vasodilatador, aumenta a permeabilidade vascular e induz a producdo de
prostaglandinas; no entanto, outras de suas propriedades podem ser consideradas
anti-inflamatdrias, tais como a reducdo da agregacao de plaquetas e da adeséo de
leucdcitos, apesar deste ultimo parametro mostrar dados controversos na literatura
(MELLO; LAURINDO, 2000).

O efeito da inibicdo cronica da biossintese de NO foi investigado em dois
modelos de inflamacdo aguda induzidos por carragenina (edema de pata e
pleurisia). Foi demonstrado que a administracdo cronica (2 ou 4 semanas) do
inibidor de NOs N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) inibiu o0 edema de pata
induzido por carragenina, sem contudo interferir na permeabilidade vascular e sem

alterar a migracao de leucdcitos e a formacao de exsudato na pleurisia, 0 que pode
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refletir uma diminuicdo no fluxo sanguineo local e ndo um efeito sobre a
permeabilidade vascular (MEDEIROS et al, 1995).

Na tentativa de elucidar estas questdes, outro estudo verificou que a
modulacdo da via L-arginina-NO em ratos com pleurisia induzida por carragenina
resultou em uma modulacéo paralela da biossintese de prostaglandinas no local da
inflamacgéo, provavelmente ativando a enzima ciclooxigenase por meio de um
mecanismo GMPico-independente. Assim, a modulacdo do edema inflamatorio
agudo pelo NO parece envolver ndo somente o aumento do fluxo local de sangue,
mas também a estimulacdo da producédo local de prostaglandinas (SAUTEBIN et al,
1998).

Um trabalho mais recente investigou a interacdo entre as vias de
prostaglandinas e NO em células endoteliais microvasculares humanas e células
endoteliais da veia umbilical in vitro. Os resultados mostraram que 0 aumento na
disponibilidade de NO aumentou significantemente os niveis de PGs. No entanto, a
mesma relacdo no sentido contrario ndo foi observada, ou seja, a redugédo nos niveis
de PGs foi compensada com um aumento na liberagcdo de NO, enquanto o
tratamento com PGE; n&o modificou o nivel de nitratos/nitritos. Os resultados
sugerem que tanto NO como PG tenham um papel chave na regulacdo da
homeostase vascular (VASSALLE et al, 2003).

O NO também tem sido implicado na fisiopatologia de transtornos
neurodegenerativos e psiquiatricos. Oliveira, Guimardes e Deakin (2008)
observaram que pacientes com diagndstico de depressao maior e depressao bipolar
apresentaram maior numero de neurbnios hipocampais expressando nNOS;
segundo os autores, este achado sugere a participagdo da via NMDA-NO na
patofisiologia destes transtornos psiquiatricos. Artigo de revisdo publicado por Joca,
Ferreira e Guimardes (2007) mostra que a administracdo sistémica da maior parte
dos antidepressivos reduz a atividade da enzima 6xido nitrico sintase no hipocampo,
feito este que implica a participagcdo do NO nos efeitos dos antidepressivos. Neste
sentido, estudos in vitro mostraram que a amitriptilina e a fluoxetina, mesmo em
presenca de citocinas pro-inflamatorias, diminuiram a sintese de 6xido nitrico e de
prostaglandina E2 quando adicionados a uma cultura de células sinoviais humanas
(YARON et al, 1999).

De acordo com artigo de reviséo recente, RETTORI et al (2009), o NO também

tem importante papel na liberagcdo de CRH induzida por LPS, além de participar do
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estimulo a secre¢éo de uma série de hormoénios adrenocorticotropicos promovida por
citocinas como |L-1, TNF-q, IL-6, e IL-2. Ou seja, além de seu papel no contexto

inflamatoério, o NO também pode ser visto como um elemento-chave nas interacdes

neuroimunoendodcrinas.
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3— OBJETIVOS

3.1- OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da amitriptilina sobre a resposta inflamatéria induzida pela
carragenina em ratos e investigar os provaveis mecanismos relacionados a estes

efeitos.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Avaliar os efeitos anti-inflamatérios da amitriptilina no modelo do edema de pata
induzido pela carragenina 1% em ratos. Em seguida, investigar: diferentes
intervalos de tempo para administracdo do farmaco; o efeito de administracbes
agudas e prolongadas; o efeito de injecfes intraperitoneais e subcutaneas em
dose Unica e de injecOes intraperitoneais realizadas a cada tempo de meia-vida
no mesmo modelo de inflamacdo; o efeito da administragdo de amitriptilina
diretamente no coxim plantar. Nexte contexto, avaliar o efeito da amitriptilina

sobre a atividade de neutrdfilos, por citometria de fluxo.

2 - Avaliar a participagdo dos glicocorticoides nos efeitos anti-inflamatérios da
amitriptilina sobre o edema de pata induzido por carragenina 1% em ratos, por

meio da utilizacdo de um antagonista de receptores de glicocorticoides (RU 486).

3 - Avaliar a participacdo dos receptores alfa-1-adrenérgicos nos efeitos anti-
inflamatorios da amitriptilina sobre o edema de pata induzido por carragenina 1%
em ratos, por meio da utilizacgdo de um antagonista de receptores alfa-1

(prazosina).
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4 - Avaliar a participagdo do oxido nitrico (NO) nos efeitos anti-inflamatérios da
amitriptilina sobre o edema de pata induzido por carragenina 1% em ratos, por
meio da utilizacdo de um inibidor da sintese de 6xido nitrico (L-NAME) e de um

precursor da sintese de éxido nitrico (L-arginina).

5 - Avaliar a influéncia da amitriptilina sobre as caracteristicas do exsudato
inflamatoério produzido pela injecéo intraperitoneal de carragenina, na auséncia e
presenca de inibidor da sintese de NO (L-NAME).

6 - Avaliar a influéncia da amitriptilina no processo de *“rolling”, adesdo e
transmigracdo de neutréfilos por meio de microscopia intravital direta, em

condic¢des inflamatorias e ndo-inflamatorias.

7 - Avaliar a influéncia do tratamento com amitriptilina sobre a expressédo de

moléculas de adesao em leucécitos do sangue periférico, por citometria de fluxo.

8 - Avaliar a influéncia do tratamento com amitriptilina sobre a concentracdo das

citocinas IL-1beta e TNF-alfa no soro de ratos, por ELISA.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com cerca de 90 dias de idade no inicio dos
experimentos e provenientes do Biotério Central do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo. Os
animais foram mantidos em grupos de 5 em caixas de polipropileno, alojadas em
sala exclusiva para a espécie, mantida a uma temperatura de 22+3°C, com
ventilacdo, exaustdo e umidade (65-70%) controladas, em um ciclo claro-escuro de
12 horas (6-18h), com acesso livre ao alimento e a 4gua. Todos 0s experimentos
deste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (protocolo n® 761/2005).

4.2- FARMACOS, REAGENTES E ANTICORPOS

e Amitriptilina (gentilmente cedido pela Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
Ltda, S&o Paulo, Brasil): farmaco objeto deste estudo;
¢ Anticorpos monoclonais anti-moléculas de adesdo (BD Pharmingen, San Diego,
CA, EUA):

v/ Biotin Hamster Anti-Rat CD62L marcado com PE (anti-L-selectina),

v" Mouse Anti-Rat CD54 marcado com PE (anti ICAM-1),

v" Anti- Rat CD11b marcado com FITC (anti-MAC-1),

v" Mouse Anti-Rat CD31 marcado com PE (anti PECAM-1).
e Carragenina lambda (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): substancia utilizada para
induzir resposta inflamatoria;
¢ Cloreto de sodio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Sado Paulo, Brasil): 0,2

e 1,6%: solucdes utilizadas na lise de hemacias por choque hipotdnico.
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e DCFH-DA: Diacetato de 2"7 diclorofluoresceina (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA): fluorocromo utilizado na citometria de fluxo;

e EDTA (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): utilizado na citometria de fluxo para
interromper a reacdo dos tubos com S. aureus; também utilizado como
anticoagulante;

e Heparina sédica (Liquemine®, Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A.,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

¢ lodeto de Propideo (PI) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): fluorocromo utilizado
na citometria de fluxo conjugado a S. aureus;

e L-arginina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): precursor da sintese de 6xido
nitrico;

e L-NAME (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA): inibidor inespecifico da sintese de
oxido nitrico;

e Lauril sulfato de sédio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil): constituinte da solucé&o utilizada no pletismoégrafo;

¢ Liquido de Turk: corante utilizado para contagem de leucocitos;

¢ PBS- (Phosfate Buffered Saline): tampé&o de pH 7,2-7,4, utilizado como diluente

¢ PMA: miristato-acetato de forbol (Calbiochem, San Diego, CA, USA): utilizado na
citometria como ativador de neutrofilos;

e Prazosina (Minipress® — Pfizer, S&o Paulo, Brasil): antagonista alfa-1 adrenérgico

e quetamina cloridrato 10% (Dopalen® SESPO Indlstria e Comércio Ltda, S&o
Paulo, Brasil): anestésico;

e RU-486 ou mifepristona (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA):. antagonista de
receptores glicocorticoides e antiprogestagénico;

¢ Salina: Cloreto de sodio 0,9% (NaCl 0,9%, Labsynth Produtos para Laboratério
Ltda, Diadema, SP, Brasil): constituinte da solucdo utilizada no pletismografo e
também veiculo de diversos farmacos;

¢ Solucdo de Ringer (Aster Produtos Médicos Ltda, Sdo Paulo, Brasil): diluente da
carragenina; também utilizada para manutencdo do tecido durante a avaliagdo da
microcirculag&o “in vivo” e “in situ”;

¢ S. aureus (Staphylococcus aureus) Cepa ATCC 25923 (DIFCO, Detroit, MI, USA):
bactéria marcada com iodeto de propideo (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
utilizada para avaliar a atividade de fagocitos sanguineos, por citometria de fluxo;
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« xilazina cloridrato 2% (Calmiun®- Unido Quimica Farmacéutica Nacional S.A., Sdo

Paulo, Brasil): anestésico

¢ Reagentes utilizados na determinag&o do total de nitratos (Sigma Chemical Co. St
Louis, Mo):

Nitrato redutase de Aspergillus

FAD;

NADPH;

tampéao TRIS-HCI pH 7,6;

lactato desidrogenase;

acido piruavico;

NN N N NN

reagente de Griess.

e Reagentes utilizados no ELISA para determinacdo de citocinas no soro de ratos
(DuoSet ELISA, R&D System, Inc, Minneapolis, USA)
v/ anticorpo de captura;
tampéao de lavagem;
tampéao de bloqueio;
padrdes (4000, 2000 1000, 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL);
anticorpo de deteccéo biotinilado;
Streptavidina-HRP;

solucéo substrato;

AN N N NN N

solucéo de parada.
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4.3- PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1- Anestesia

Em todos os experimentos em que houve a necessidade de anestesia,
foram utilizadas solugdes de quetamina 10% e xilazina 2%, na proporcdo de 1:1,

empregando-se 1mL/kg da mistura, por via i.p.

4.3.2- Modelo do Edema de Pata induzido por carragenina

-Inducéo da Resposta Inflamatéria Aguda

O edema inflamatério foi induzido no coxim plantar esquerdo do rato por
meio da injecéo de carragenina a 1%, preparada imediatamente antes do uso. Para
minimizar eventuais agressdes ao tecido, todas as inje¢cdes foram realizadas com
agulhas finas descartaveis (13,0mm x 0,3mm). A concentracdo da carragenina
usada foi determinada com base em dados da literatura e em experiéncias prévias
de nosso laboratorio. (LAZZARINI et al, 1996; LAZZARINI et al, 2003).

- Medida do Edema Inflamatério

O edema de pata foi avaliado utilizando-se um pletismografo digital
(Plethysmometer — Ugo Basile®, Comerio VA, ltaly) antes da injecdo desta
substancia e em diversos horarios apés a mesma (1, 2, 3, 4, 6 e 8h). A leitura se deu
pela inser¢cdo da pata do animal em uma cubeta do aparelho contendo solucdo de
NacCl, lauril sulfato de sodio e agua destilada. O deslocamento do liquido produzido
pela pata - proporcional ao seu volume - é informado pelo visor digital do
Pletismografo. Os resultados foram obtidos pela diferenca entre os volumes medidos

antes e depois das injecdes, em mililitros (mL).
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4.3.3- Avaliacdo do exsudato inflamatorio peritoneal induzido por carragenina

A inflamacao peritoneal foi induzida pela injecdo de 500 pg de carragenina
dissolvida em 2mL de Ringer por animal. Apos 2 e 3 horas, 0s animais que foram
previamente anestesiados com quetamina-xilazina (i.p.) receberam uma injecéo i.p
de 5mL de PBS; em seguida, procedeu-se a massagem da regido abdominal e
coleta subsequente do exsudato para avaliagcdo do volume e do niumero de células,

0 que se fez com o auxilio de uma camara de Neubauer.

4.3.4- Avaliagcdo da microcirculagdo “in vivo” e “in situ”: estudo por

microscopia intravital direta

Os animais foram anestesiados e, logo em seguida, submetidos a
exteriorizagcdo do mesentério para observagdo da microcirculagéo in situ, de acordo
com protocolo descrito previamente por FORTES et al (1991). E importante ressaltar
gue o tecido foi fixado de forma tal a ndo prejudicar a rede microcirculatéria, sendo
gque os movimentos respiratorios do animal ndo perturbaram a observacdo. Os
animais foram mantidos sobre uma placa de acrilico transparente aquecida a 37°C
(que permitia a transiluminacdo do tecido) montada sobre o “charriot” de um
microscopio binocular Nikon Eclipse 80-i equipado com uma camera Sony, ao qual
estdo acoplados um fototubo, com sistema de lentes ampliadoras superpostas e um
monitor de video, para a visualizacdo da imagem ampliada. Os vasos selecionados
para estudo foram vénulas pés-capilares com diametro entre 15 e 30 um, as quais
foram medidas por meio do programa ACT-1C for DXM 1200 (FORTES et al, 1991;
FARSKY, SANNOMIYA, GARCIA-LEME, 1995; MARTINEZ et al, 2004).

Estudou-se a interagdo dos leucdcitos circulantes com a superficie luminal do
endotélio venular, considerando-se as células na periferia da corrente sanguinea em
contato com o endotélio e que rolaram sobre este (comportamento de rolamento ou
“rolling”, sendo estes leucocitos considerados “rollers”). Como a velocidade de
rolamento destas ceélulas costuma ser baixa, foi possivel visualiza-las

individualmente a fim de que pudessem ser contadas. Assim, avaliou-se o numero
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de “rollers” que passaram por um determinado ponto do vaso e o numero de células
gue ficaram aderidas (>30s) em 100um de extenséo de endotélio venular (“stickers”)
durante 1 hora, isto €, nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos. Em cada horario
fizeram-se trés medidas de 1 minuto com intervalos de 1 minuto entre elas;
considerou-se como resultado de cada intervalo a média das trés medidas, de
acordo com protocolo adaptado de SANS et al (2002). O numero de leucocitos que
transmigraram e se acumularam em area padrdo de 2000 um? de tecido conectivo
adjacente a vénula pos-capilar estudada foi determinado no tempo zero e 1 hora
apos o inicio da avaliacdo. Estimulou-se a velocidade de rolamento destes leucocitos

com base no tempo gasto para percorrer 100 um de vénula.

Cada segmento vascular foi examinado uma unica vez. Os procedimentos
aconteceram em condi¢cdes ndo-inflamatérias e inflamatérias (FORTES et al, 1991,
FARSKY, SANNOMIYA, GARCIA-LEME, 1995, MARTINEZ et al, 2004).

4.3.5- Avaliagao de nitratos e nitritos

Os animais dos diferentes grupos foram mantidos em jejum por 12 horas,
isolados das proprias fezes e recebendo apenas agua destilada como bebida, a fim
de se evitar o contato dos mesmos com compostos nitrogenados. Em seguida, os
ratos foram pré-tratados e tratados de acordo com o delineamento experimental,
sendo anestesiados para coleta de sangue por puncdo cardiaca. O material
coletado foi centrifugado a 4000rpm por 15 minutos, separado o soro e levado para
analise, de acordo com trabalho de Muscara e De Nucci (1996). Em resumo, o
nitrato da amostra foi reduzido a nitrito, de acordo com o método modificado de
Grisham e colaboradores (1996), sendo determinado pela reacédo de Griess, onde
100pl do soro era incubado por 1h a 37°C na presenca de 0.2 U/mL de nitrato
redutase de Aspergillus (Sigma Chemical Co. St Louis, Mo), 5 uM FAD, 100 uM
NADPH e 20 mM de tampdo TRIS-HCI pH 7.6 em um total de 160 pL. Apos
incubacgéo, 20 pL de lactato desidrogenase (135 U/mL, Sigma Chemical Co. St
Louis, Mo) e 20 pL of 90 mM de &cido pirtavico (Sigma Chemical Co. St Louis, Mo)

foram adicionados a fim de se oxidar o NADPH. Apés incubacéo adicional de 30



Material e Métodos 61

min a 37°C, 100 pyL de reagente de Griess foi adicionado a cada tubo e apos 10
minutos em temperatura ambiente a absorbancia foi determinada a 540 nm. Os
niveis de nitrito foram determinados na auséncia de nitrato redutase. A
concentracdo de nitrato foi calculada pela diferenca entre os valores obtidos na
presenca e auséncia de nitrato redutase. Todo material utilizado neste
procedimento foi previamente lavado com agua bidestilada, a fim de remover

residuos de compostos nitrogenados.

4.3.6- Citometria de Fluxo

Um citbmetro de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson Immunocytometry
Systems, San Jose, CA, USA), em interface com computador Macintosh G4 foi
utilizado para avaliacdo da atividade de neutrofilos (burst oxidativo e fagocitose) e
da expresséo das moléculas de adeséao por leucocitos. Os dados de 10.000 eventos
foram coletados e analizados no CellQuestPro (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems). As populacdes celulares foram identificadas baseadas em suas
propriedades no grafico de forward scatter (FSC)/side scatter (SSC),
mecanicamente separados (FACScan, Becton Dickinson Immunocytometry
Systems). Os dados de neutréfilos e mondcitos foram coletados construindo-se

janelas (gates) em torno destas populacgdes.

e Burst oxidativo

A quantificagdo do burst oxidativo de neutréfilos foi estimada por meio da
fluorescéncia de DCFH, mensurada em 530 + 30 nM (detector FL1) e analisada ap6s
a compensacao de fluorescéncia para corrigir qualquer interferéncia entre os dois
sinais. Em resumo, de cada animal foram preparados 4 tubos de propileno com
100uL de sangue total heparinizado (coletado por decapitacdo), aos quais foram
adicionados: 1- PBS; 2- 200 uL de DCFH-DA (0,3mM) e PBS; 3- 200 uL de DCFH-
DA (0,3mM), 100 uL de S. aureus marcado com Pl e PBS; 4- 100 uL de PMA, 200
uL de DCFH-DA (0,3mM) e PBS. As amostras foram incubadas sob agitacédo por 30
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minutos a 37°C. As reacdes foram paradas adicionando-se 2mL de solucdo de
EDTA gelado (3mM) aos tubos que contivessem bactéria. Apos a centrifugagao
(21200rpm — 10 minutos) os eritrocitos de todas as amostras foram lisados com 2 mL
de cloreto de sodio 0,2% (choque hipotbnico), seguido apos 20 segundos por cloreto
de sédio a 1,6% (para restaurar a isotonicidade), centrifugando-se mais 10 minutos,
a 1200 rpm. Tal procedimento de lise foi realizado duas vezes em cada amostra.
Apos a ultima centrifugacdo, os leucocitos foram ressuspendidos em PBS para
leitura em citbmetro de fluxo. As medidas diretas da fluorescéncia media do canal

verde foram gravadas como burst oxidativo, como proposto por Hasui e cols (1989).

e Fagocitose

Com relacéo a atividade fagocitica de neutrofilos, verificou-se a porcentagem e a
intensidade de fagocitose. A porcentagem de fagocitose foi calculada pelo nimero
de neutréfilos que fagocitaram S. aureus marcado com Pl e que emitiram
fluorescéncia vermelha, divido pelo namero total destas células vezes 100. A
intensidade de fagocitose, por sua vez, representou o total de bactérias fagocitadas;
foi medida pela média geométrica da intensidade de fluorescéncia emitida pelos

neutrdfilos.

¢ Andlise da expressao de moléculas de adesao por leucdcitos

Os animais foram anestesiados com quetamina-xilazina (1:1; i.p.), para serem
submetidos a uma coleta de sangue por puncdo cardiaca, sendo este sangue
trasnferido para um tubo com EDTA (20 pL). Apos a lise de 200 pL deste sangue por
choque hipotdnico (NaCl 0.2% e 1.6%- 2mL; 20 segundos) e centrifugacdo, o sangue
foi ressuspenso em 100 pL de PBS e 1 pyL de anticorpo (Anti-Rat CD62L marcado
com PE, Anti-Rat CD54 marcado com PE, Anti-Rat CD11b marcado com FITC ou
Anti-Rat CD31 marcado com PE) e levado para incubacéo por 1 hora no escuro em
temperatura ambiente. ApOs este periodo, houve centrifugacdo, retirada do
sobrenadante, sendo os leucdcitos resssuspendidos em 500 pyL de paraformaldeido
0,5% para leitura posterior. No dia da leitura, o material foi centrifugado e
ressuspenso em PBS para leitura no citbmetro de fluxo (FACSCalibur, Becton

Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA). Foram analisados 10.00
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eventos, sendo consideradas as médias geométricas de fluorescéncia emitidas pelas

células avaliadas.

4.3.7- Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) para determinacao de

citocinas no soro de ratos

Neste ensaio, a concentracdo das citocinas IL-1beta e TNF-alfa em soro de
ratos foi avaliada, de acordo com protocolo sugerido pelo fabricante (DuoSet ELISA,
R&D System, Inc, Minneapolis, USA). Brevemente, iniciou-se 0 ensaio com O
preparo da placa de poliestireno de 96 pocgos, adicionando-se 100uL/pog¢o do
respectivo anticorpo de captura, seguida por incubacdo no escuro, a temperatura
ambiente, por cerca de 12h. Ao final deste periodo, os pocos foram lavados com
tampéo de lavagem, sendo adicionado 300 pL/poc¢o de tampéao de bloqueio, sendo
incubado por mais 1h no escuro em temperatura ambiente. Apds nova lavagem,
deu-se inicio o ensaio propriamente dito, adicionando-se, em duplicata, 100 pL/poco
dos respectivos padrdes (4000, 2000 1000, 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL) e amostras,
sendo levado as mesmas condi¢cdes de incubacdo por 2h. Apos a lavagem,
adicionou-se o anticorpo de deteccdo biotinilado, seguido, ap6s 2h horas de
incubacé&o, por nova lavagem e adicdo de 100 pL/pocgo de Streptavidina-HRP. Vinte
minutos depois, procedeu-se nova lavagem e adicionou-se 100 pL/poco de solucéo
substrato, ficando incubado por mais vinte minutos no escuro a temperatura
ambiente. Ao final, adicionou-se 50 pL/poco de solucdo de parada. A leitura da
densidade Optica de cada poco foi realizada por meio de um leitor de ELISA, sendo
que o resultado foi determinado subtraindo-se as leituras realizadas no comprimento
de onda 540nm daquelas obtidas a 450nm. Tal subtracdo visa corrigir quaisquer
imperfeicbes Opticas das placas. Os valores obtidos foram submetidos a analise de
regressdo com interpolagédo de valores a partir de uma curva padrdo, sendo

expressos em picogramas por mililitro (pg/mL).
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4.4-ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram inicialmente analisados por meio dos testes de Kolmogorov-
Smirnov e de Bartlet para verificar sua adequacdo ou ndo aos testes paramétricos.
Quando a distribuicdo dos dados foi normal e houve homocedasticidade, eles foram
analisados por meio por meio do teste t (comparacdo entre dois grupos) ou da
analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias (p<0.05), seguidos pelos testes
pos hoc de Tukey-Kramer (muitas vezes referido no texto apenas como teste de
Tukey) ou Newman-Keuls (também chamado de Student-Newman-Keuls), para
verificacdo de possiveis diferencas entre os grupos. Nao havendo distribuicdo normal
ou homocedasticidade, os dados foram avaliados pelos testes ndo-paramétricos mais
adequados (Teste de Mann-Whitney ou teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Dunn). O software de estatistica utilizado foi o SigmaStat 3.0°.

O calculo da éarea sob a curva do volume da pata em fungdo do tempo foi
realizada pelo método dos trapezédides, do tempo 1 ao tempo 8h. O software de
estatistica utilizado foi o GraphPad Prism 5.0°.

As absorbancias obtidas na dosagem de citocinas por ELISA passaram por um
analise de regressdo com interpolacédo dos dados a partir de uma curva padréo, para
obter os seus correspondentes em pg/mL. As concentracfes de citocinas de cada
grupo foram comparadas por meio da ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Tukey. O software de estatistica utilizado foi o GraphPad Prism 5.0°.
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5- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

5.1- AVALIACAO DO EFEITO DA AMITRIPTILINA SOBRE A INFLAMACAO

Experimento 1 - Avaliacdo da administracdo aguda de diferentes doses de

amitriptilina (3,0; 6,0 e 10,0 mg/kg) sobre o edema inflamatorio

induzido pela carragenina a 1%.

Quarenta ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos iguais: 1
controle (salina) e 3 experimentais tratados com Amitriptilina (3,0; 6,0; 10,0 mg/kg).
Todos os ratos receberam uma dose aguda dos respectivos tratamentos (1,0 mL/Kg;
i.p.) e, 1 hora apos, foram submetidos aos procedimentos para indugdo de edema de
pata, conforme descrito anteriormente. Segue abaixo o0 esquema do protocolo

experimental:

Tratamentos
Sali 1 mL/k
Pletismografia alina (1 mL/kg)
»| Amitriptilina 3,0 mg/kg
Medida basal

Amitriptilina 6,0 mg/kg

Amitriptilina 10,0 mg/kg

l 1 hora apos

Carragenina 1% no coxim plantar

\ 4
Pletismografia

1, 2, 3,4, 6 e 8 horas apos
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A ANOVA de uma via mostrou a existéncia de diferencas significantes entre os
grupos nos tempos 2 (F330=5,447; p<0,05), 3 (F330=3,845; p<0,02), 4 (F330=3,177,;
p<0,05), e 6 horas (F330=6,027; p<0,005) apods a injecao de carragenina. O teste pos
hoc de Student-Newman-Keuls indicou que o grupo tratado com amitriptilina 3,0
mg/kg apresentou reducdo significante no edema de pata, quando comparado aos
dados obtidos no grupo controle nos tempos 2 (p<0,01), 3 (p<0,05), 4 (p<0,05) e 6h
(p<0,005). Os animais tratados com amitriptilina 6 mg/kg mostraram reducao
significante no edema de pata nos tempos 3 e 6h (p<0,05). O grupo tratado com
amitriptilina 10 mg/kg teve reducao significante no edema de pata nos tempos 2
(p<0,005) 3 (p<0,02) e 6h (p<0,01). Os grupos tratados com amitriptilina nao

apresentaram diferencas significantes entre si. A figura 2 ilustra estes dados.
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I
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Figura 2 - Efeitos de diferentes doses de amitriptilina sobre o edema inflamatério
induzido pela carragenina 1% em ratos. O volume da pata é dado pela
diferenca de cada medida em relagcdo ao volume basal (mL). Os valores
referem-se a média = desvio padrdo. *. p<0,05 em relacdo ao grupo
controle. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-Newman-
Keuls). Controle: n=9; Amitrip 3 (amitriptilina 3,0mg/kg): n=8; Amitrip 6
(amitriptilina 6,0mg/kg): n=8; Amitrip 10 (amitriptilina 10,0mg/kg): n=10
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O célculo da area sob a curva (ASC) do volume da pata em funcdo do tempo foi
realizado com os dados obtidos de cada animal. As médias e desvios-padrdes de
cada grupo, apresentadas na tabela 2, foram comparadas por meio de uma ANOVA
de uma via, que indicou existéncia de diferencas significantes entre os grupos
(F330=4,565; p<0,01). O teste pos hoc de Student-Newman-Keuls indicou que os
grupos tratados com amitriptilina, independente da dose, diferem dos dados obtidos

do grupo controle.

Tabela 2 - Areas sob a curva (ASC) do volume da pata em funcédo do tempo de
animais tratados com veiculo (controle) ou diferentes doses de amitriptilina.
Os valores referem-se a média + desvio padrdo. * p<0,01 em relacdo ao

grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls)

controle Amitriptilina Amitriptilina Amitriptilina

3,0mg/kg 6,0mg/kg 10,0mg/kg
ASC 5,24 +£0,76 3,96 + 0,78* 4,38 + 0,66* 4,18 + 0,84*
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Experimento 2 - Influéncia do intervalo de tempo entre administracdes agudas de
amitriptilina e de carragenina sobre o edema de pata induzido pela

carragenina 1%.

Quarenta ratos foram divididos ao acaso em 4 grupos iguais: 2 controles (salina) e 2
experimentais (amitriptilina 10 mg/kg). Uma hora ap0s os respectivos tratamentos
(20 animais), ou duas horas depois (20 animais), os animais foram injetados com
carragenina 1% no coxim esquerdo (0,1 mL) para obtencdo do edema. Segue

abaixo o esquema do experimento:

Pletismografia

Medida basal

|

: 1 hora Carragenina 1%
Salina no coxim
Amitriptilina 10 mg/kg plantar

2 horas

\ 4
Pletismografia

1,2,3,4,6¢ 8
horas apos

A andlise dos resultados pela ANOVA de duas vias mostrou existéncia de diferencas
significantes entre os tratamentos (F3135=10,051; p<0,001) e entre o0s tempos
(Fs135=38,11; p<0,0001) e uma interacdo entre os fatores tratamento e tempo
(F1s,135=1,89; p<0,05). O teste pos hoc de Tukey néo revelou diferencas estatisticas
entre os grupos controle 1 hora e controle 2 horas (p>0,05), nem entre os grupos
amitriptilina administradas 1 ou 2h antes da carragenina (amitriplh e amitrip2h,
respectivamente). Quando comparados aos respectivos grupos controles, o grupo
amitriplh produziu reducao significante no edema de pata em todos os horarios (1h:
p<0,001; 2h: p<0,0001; 3h: p<0,0001; 4h: p<0,0001; 6h: p<0,0001 e 8h: p<0,05). O

grupo amitrip2h, por sua vez, mostrou-se diferente do grupo controle em cinco das
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seis medidas (1h: p<0,01; 2h: p<0,0001; 3h: p<0,0001; 4h: p<0,01; 6h: p<0,05; 8h:
p>0,05). Esses resultados estao ilustrados na figura 3.

volume da pata (mL) - diferenca em relagdo ao

1,20 -
1,00 -
0,80 -
controlelh
© —a— amitriplh
@ 0,60
a —&— controle2h
amitrip2h
0,40 -
0,20 A
0,00

1 2 3 4 6 8

tempo ap0s carragenina (h)

Figura 3 — Influéncia do tempo de administragdo nos efeitos da amitriptilina sobre o

edema de pata induzido pela carragenina 1% em ratos. O volume da pata é
dado pela diferengca de cada medida em relagdo ao volume basal (mL). Os
valores referem-se a média + desvio padrdo. *: p<0,05 em relacdo ao
respectivo grupo controle. (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Tukey). n=10 por grupo

Com estes resultados, optou-se por administrar amitriptilina 1 hora antes da
injecao de carragenina.

Considerando-se a importancia dos neutrofilos em um processo inflamatorio
agudo, optou-se por avaliar sua atividade frente ao tratamento prolongado

com amitriptilina.
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Experimento 3 - Avaliacdo da influéncia de um tratamento prolongado com

amitriptiina e imipramina no edema de pata induzido pela

carragenina e no burst oxidativo de neutrofilos e fagocitose.

Os animais foram divididos ao acaso em trés grupos: um controle (salina), e dois
experimentais: imipramina 6,0 mg/kg (IMI 6) e amitriptilina 6,0 mg/kg (AMITRIP 6).
Os animais de cada grupo receberam uma injecdo intraperitoneal diaria dos
respectivos tratamentos (1,0 mL/Kg) ao longo de 15 dias. No décimo quinto dia e 1
hora apds a administracdo dos farmacos, eles foram injetados com o agente
flogistico carragenina 1% no coxim esquerdo (0,1 mL). A primeira medida do volume
da pata foi realizada imediatamente antes da injecdo da carragenina e as demais 1,
2, 3, 4, 6 e 8 horas ap0s. Os resultados obtidos foram expressos em termos da
diferenca entre os volumes medidos antes e depois das injecdes.

No dia seguinte (16°. dia), os animais receberam uma nova injecdo dos
respectivos tratatamos e, uma hora depois, foram eutanasiados e seu sangue
coletado para avaliagcdo do burst oxidativo e da fagocitose realizada por neutrofilos.

O protocolo experimental encontra-se esquematizado abaixo:

Tratamentos

Salina
amitriptilina 6,0 mg/kg

imipramina 6,0 mg/kg

v 15 dias
15°. Dia: Pletismografia

Medida basal

|

Carragenina 1% no coxim

plantar
e Tratamento
l e eutanasia
Pletismografia 16°. dia e coleta de sangue para

A 4

1,2, 3,4, 6 ¢ 8 horas apés citometria de fluxo
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Em relacdo ao edema de pata produzido pela carragenina, a ANOVA de duas vias
mostrou uma diferenca significante entre os tratamentos (F,16,=17,949; p<0,001) e
tempos (Fs162=18,208; p<0,001), sem apontar feito de interagdo (Fip162=1,437;
p>0,05). O teste pos hoc de Tukey indicou que o grupo tratado com imipramina 6
mg/kg (IMI6) apresentou reducdo significante no edema de pata nos tempos 2 e 6
horas (p<0,001). O tratamento com amitriptiina 6 mg/kg (AMI6), por sua vez,
produziu reducdo significante no edema nos tempos 2 (p<0,001), 3 (p<0,05) e 6
horas (p<0,01), quando comparados ao grupo controle, como pode ser observado na

figura 4.

1,20 -
1,00 -
0,80 -
controle
0,60 - —m—IMI 6

0.40 - —a— AMITRIP6

0,20 -

volume da pata (mL)-diferenca em
relacao ao basal

0,00

1 2 3 4 6 8

tempo apés carragenina (h)

Figura 4 - Efeitos do tratamento prolongado (15 dias) com imipramina e amitriptilina
no edema de pata induzido pela carragenina 1% em ratos. O volume da
pata € dado pela diferenca de cada medida em relacdo ao volume basal
(mL). Os valores referem-se a média + desvio padrdo. *: p<0,05 em relacdo
ao controle. (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey). n=10 por

grupo
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Em relagdo a atividade de neutrdfilos, a ANOVA de uma via revelou diferencgas
significantes entre 0os grupos no que concerne aos neutrofilos estimulados com
DCFH (F,,15=15,591; p<0,001) e DCFH + S.aureus (F219=7,997; p<0,005). O teste
de Tukey mostrou que o grupo tratado com imipramina produziu um aumento
significativo da atividade de neutréfilos estimulados com DCFH (p<0,001) e com
S.aureus + DCFH, quando comparados aos grupos amitriptilina e controle (p<0,005
e p<0,05 respectivamente). O teste de Kruskal-Wallis ndo apontou diferencas
significantes entre os grupos em relagdo aos neutrdéfilos estimulados com PMA (KW
= 4,257; p>0,05), como pode ser observado na figura 5A.

Adicionalmente, a analise nao-paramétrica de Kruskal-Wallis mostrou diferencas
significantes entre os grupos quanto ao parametro porcentagem de fagocitose
(Kw=28,264; p<0,01). O teste de comparagbes mdultiplas de Dunn indicou que o
tratamento com amitriptilina produziu uma reducéo significante na porcentagem de
fagocitose dos neutréfilos, quando comparado ao grupo controle (p<0,01). N&o
houve diferencas significantes quanto ao parametro intensidade de fagocitose
(p>0,05). Os dados relativos a fagocitose por neutrofilos estéo ilustrados na figura
5B.
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Figura 5 - Efeitos do tratamento prolongado (16 dias) com imipramina e amitriptilina
sobre a atividade de neutrofilos. A- Burst oxidativo de neutrofilos estimulados
pelo DCFH, S.aureus + DCFH ou PMA; B- Porcentagem e intensidade de
fagocitose de neutréfilos de ratos. Os valores referem-se a média + desvio
padrdo. *: p<0,05 em relacdo ao respectivo grupo controle; # p<0,05 em
relacéo ao grupo amitriptilina. n=8 por grupo
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Experimento 4 - Avaliacdo dos efeitos da administracdo aguda e prolongada (7, 14 e

28 dias) de amitriptilina sobre o edema inflamatério induzido pela

carragenina a 1%.

Quarenta ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos iguais: dois
controles tratados com salina e dois experimentais tratados com amitriptilina 10
mg/kg (1,0 mL/Kg). A administracao dos respectivos tratamentos aconteceu ao longo
de 7 dias (controle:C7 e amitriptilina:E7) ou 14 dias (controle:C14 e amitriptilina:E14).
No ultimo dia, todos os animais receberam o agente flogistico carragenina 1% no
coxim plantar (0,1 mL), 1 hora ap0s os respectivos tratamentos. A primeira medida
do volume da pata foi realizada imediatamente antes da injecéo da carragenina e as
demais 1, 2, 3, 4, 6 e 8 horas depois.

O mesmo procedimento foi realizado em momento posterior, efetuando-se o0s
respectivos tratamentos por 28 dias (controle:C28 e amitriptilina:E28). O esquema

abaixo ilustra o protocolo:

TRATAMENTOS (7, 14 ou 28 dias i.p.)

e Salina

e Amitriptilina 10,0mg/kg

Plestismografia
Medida basal

l 1 hora apés a ultima dose

Carragenina 1% no coxim plantar

Pletismografia

1,2, 3,4, 6 e 8 horas apos
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A ANOVA de duas vias dos dados obtidos com os tratamentos durante 7 ou 14 dias
indicou a existéncia de diferencas significantes entre os tratamentos (F319,=30,104;
p<0,001), tempos (Fs192=75,569; p<0,001) e na interacdo entre estes fatores
(F15102=2,12; p<0,05). O teste pos hoc de Tukey mostrou que 0 tratamento com
amitriptilina durante 7 ou 14 dias produziu uma reducao significante no edema de
pata nos tempos 1 (respectivamente p<0,01 e p<0,05), 2 (p<0,001 e p<0,01), e 3
horas (p<0,001 e p<0,05), quando comparados aos respectivos controles. Na quarta
hora, apenas o tratamento feito durante 7 dias foi capaz de reduzir o edema de
forma significante, quando comparado ao controle (p<0,01). Nao se observaram
diferencas significantes entre dados dos grupos tratados com amitriptilina durante 7
ou 14 dias (p>0,05). Estes dados encontram-se representados na figura 6.

Quanto ao tratamento durante 28 dias, a ANOVA de duas vias mostrou diferencas
significantes entre os tratamentos (F190=52,798; p<0,001), tempos (Fs90=49,962;
p<0,001) e na interacdo entre estes fatores (Fs 90=9,805; p<0,001). O teste de Tukey
indicou que o tratamento com amitriptilina 10 mg/kg durante 28 dias produziu uma
reducdo no edema de pata nos tempos 1, 2, 3 horas (p<0,001), quando comparado

aos animais tratados com salina, como pode ser observado na figura 6.
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c7

—e—E7

—+C14
E14

Figura 6 - Efeito do tratamento com amitriptilina durante 7 e 14 dias (A) ou 28 dias
(B) no edema de pata induzido pela carragenina 1% em ratos. O volume da
pata € dado pela diferenca de cada medida em relacdo ao volume basal (mL).
Os valores referem-se a média * desvio padrdo. *: p<0,05 em relacdo ao
respectivo grupo controle. (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Tukey). C7: controle 7 dias, n=9; E7: amitriptilina 10,0mg/kg, 7 dias, n=10;
C14: controle 14 dias, n=7; E14: amitriptilina 10,0mg/kg, 14 dias, n=10; C28:
controle 28 dias, n=8; E28: amitriptilina 10mg/kg, 28 dias, n=9
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o Verifica-se, portanto, que o tratamento prolongado com amitriptilina por 7, 14
ou 28 dias produziu uma reducédo significante do edema de pata no maximo
até a quarta hora, ndo se observando efeitos apds este horério.

e Sendo assim, o proximo passo foi avaliar a injecdo de amitriptilina

respeitando-se a meia-vida de eliminac&o deste farmaco em ratos (2,5-3h)

Experimento 5 - Avaliacdo dos efeitos de injecdes intraperitoneais e subcutaneas em

dose Unica e de injecdes intraperitoneais realizadas a cada tempo de
meia-vida de amitriptilina sobre o edema de pata induzido pela

carragenina em ratos.

Quarenta ratos foram divididos ao acaso em 5 grupos:

e um controle tratado por via i.p. com NaCl 0,9% (controle I.P., n=5);

um controle tratado por via S.C. com NaCl 0,9% (controle S.C., n=5);
e um grupo experimental tratado i.p. com amitriptilina 10 mg/kg (AMI I.P., n=10);
e um grupo experimental tratado S.C. com amitriptilina 10 mg/kg (AMI S.C.,
n=10);
e um grupo tratado com amitriptilina 10 mg/kg i.p. a cada 2,5-3 horas (AMI
|.P.1/2, n=10).
Uma hora apds os respectivos tratamentos, os ratos foram injetados com
carragenina 0,5% no coxim esquerdo (0,1 mL). A primeira medida do volume da pata
foi realizada imediatamente antes da injecéo da carragenina e as demais 1, 2, 3, 4, 6

e 8 horas depois.

Esta alteracdo na concentracdo da carragenina de 1 para 0,5% baseou-se em
experimento prévio (dados ndo mostrados), onde verificou-se que a amitriptilina
reduziu de forma mais intensa o edema produzido por carragenina quando usada

nesta concentracao de 0,5%. Segue abaixo esquema do protocolo experimental:
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Pletismografia

\ 4

Tratamentos
Medida basal CONTROLE I.P.
CONTROLE S.C.
AMITRIPTILINA I.P.
AMITRIPTILINA S.C.

1 hora apos

Carragenina 1% no coxim

Pletismografia
1, 2, 3,4, 6 e 8 horas apos

A aplicacdo do teste-t ndo mostrou diferencas significantes entre os dois grupos
controle em todos os tempos analisados (t=0,419; p>0.05). Assim, nas andlises
subsequentes os dados agrupados foram considerados como parte de um Unico
grupo controle. A ANOVA de duas vias mostrou uma diferenca significante entre os
tratamentos (F3216=42.337, p<0.001) e os tempos (Fs216=35.307, p<0.001). N&o
houve efeito de interacdo entre os fatores tratamento e tempo (Fls216=0,667;
p>0,05). O teste pos hoc de Tukey mostrou que na primeira hora os grupos AMI IP
% vida (p<0.001) e AMI SC (p<0.005) apresentaram uma diminuicdo no edema de
pata comparados ao grupo controle. Nos tempos 2 e 3 horas, todos 0s animais que
receberam amitriptiina apresentaram reducdo no edema de pata (p<0.05).
Entretanto, somente o grupo AMI IP1/2 mostrou um edema de pata menor em todos
os tempos avaliados, ou seja, 1, 2, 3, 4, 6h (p<0.01) and 8h (p<0.01) quando

comparado aos animais do grupo controle, como pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7 — Efeitos de inje¢cdes intraperitoneais, subcutaneas e a cada tempo de
meia-vida de amitriptilina sobre o edema de pata induzido pela carragenina
em ratos. O volume da pata é dado pela diferenca de cada medida em
relacdo ao volume basal (mL). Os valores referem-se a média + desvio
padrdo. *: p<0,05 em relacdo ao grupo controle. (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Tukey). n=10 por grupo
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Experimento 6 - Avaliacdo dos efeitos da administragdo de amitriptilina no coxim

esquerdo sobre o edema de pata induzido pela carragenina.

Seis ratos foram aleatoriamente divididos ao acaso em 3 grupos:
e 2 animais receberam o veiculo da amitriptilina (NaCl 0,9%) e uma hora depois
carragenina (0,05 mL cada), diretamente no coxim esquerdo.
e 2 animais receberam amitriptilina (10 mg/kg) diretamente no coxim esquerdo
(0,2mL),
e 2 animais receberam amitriptilina (10 mg/kg) e depois de uma hora
carragenina 1% (0,05 mL cada), diretamente no coxim esquerdo,
Os animais foram observados durante 72 horas para avaliacdo do aspecto geral da
pata. Na figura 8 é possivel verificar as patas dos animais 24 horas apos a injecao
de salina + carragenina (A), amitriptilina (B) e amitriptilina + carragenina (C).

Ao final das 72 horas, os animais que receberam a carragenina ja tinham
suas patas com seu volume original. No entanto, a inje¢do de amitriptilina (com ou
sem carragenina) fez com gque as patas permanecessem edemaciadas e com
aparéncia hiperémica até além das 72 horas observadas. Sendo assim, como a

amitriptilina per se produziu um efeito pr6-edema na pata, néo foi possivel avaliar o

A B C

Figura 8 - Patas de ratos 24 horas depois de terem sido injetadas com carragenina
(A), amitriptilina (B) e amitriptilina + carragenina (C)



Delineamento Experimental e Resultados 81

O proximo passo foi, entdo, avaliar a influéncia dos glicocorticoides sobre o efeito

anti-inflamatério da amitriptilina administrada a cada tempo de meia-vida.

5.2- AVALIACAO DA PARTICIPACAO DOS GLICOCORTICOIDES NO EFEITO
ANTI-INFLAMATORIO DA AMITRIPTILINA.

Experimento 7 - Influéncia do pré-tratamento com antagonista de receptores
glicocorticoides (RU 486) nos efeitos da amitriptilina sobre o edema

de pata induzido por carragenina 1%

Quarenta animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos iguais, sendo 1
controle e 3 experimentais. Os animais do grupo controle foram pré-tratados com o
veiculo de RU-486 (alcool 70° a 5% + propilenoglicol), apos 12 horas receberam
nova dose do veiculo e apés uma hora receberam salina (1 mL/kg, i.p.). Os grupos
experimentais foram: 1)pré-tratados com veiculo de RU-486 (10mg/kg, i.p.), apés 12
horas com nova dose do veiculo e ap6s uma hora com amitriptilina 10mg/kg (grupo
amitriptlina); 2) pré-tratados com RU-486 (10 mg/kg, i.p.), apos 12 horas com nova
dose de RU-486 e apds uma hora com salina (grupo RU-486); 3) pré-tratados com
RU-486 (10 mg/kg, i.p.), apds 12 horas com nova dose de RU-486 e apdés uma hora
com amitriptilina 10mg/kg (grupo RU-486-amitriptilina).

Uma hora depois da primeira administracdo de amitriptilina ou seu veiculo — que
foram administrados a cada 2,5-3 horas — todos os animais foram injetados com
carragenina 1%, sendo o volume das patas avaliado conforme experimentos

anteriores. O esquema abaixo ilustra o protocolo experimental:
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y

RU-486

RU-486

veiculo

veiculo

1 hora
Pré-tratamentos > Tratamentos
RU-486 amitriptilina
RU-486 salina
veiculo amitriptilina
veiculo salina
Pletismografia
1h
Medida basal
Pletismografia \/

Carragenina 1% no

1,2,3,4,6e8
horas apos

coxim plantar

A ANOVA de duas vias mostrou a existéncia de diferencas significantes entre os

tratamentos (Fs 150=50,64, p<0,001) e entre os tempos (Fs 150=28,44, p<0,001), sem

efeito interacdo (Fi5180=0,9, p>0,05). A analise pos hoc de Tukey mostrou que a

administracdo de amitriptilina 10mg/kg a cada tempo de meia-vida produziu uma

reducao significante no edema de pata nos tempos 2, 3, 4 (p<0,001), 6 (p<0,005) e 8

horas (p<0,005), quando comparado ao grupo controle. Resultado semelhante foi

observado no grupo que recebeu RU-486 e amitriptilina. O tratamento com RU-486

nao produziu efeitos sobre o processo inflamatério, nem foi capaz de reverter o

efeito anti-inflamatério da amitriptilina, quando administrados no mesmo animal,

conforme observado na figura 9.
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Figura 9 - Efeito do pré-tratamento com um antagonista de receptores de
glicocorticoides (RU-486) nas acOes da amitriptilina administrada a cada
tempo de meia-vida sobre o edema de pata induzido por carragenina 1% em
ratos. O volume da pata € dado pela diferenca de cada medida em relagdo ao
volume basal (mL). Os valores referem-se a média + desvio padréo. *: p<0,05
em relagdo ao grupo controle. (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Tukey). controle e ru: n=9 por grupo; ami e ru-ami: n=8 por grupo

O proximo passo foi avaliar a influéncia dos receptores alfa-1-adrenérgicos sobre o

efeito anti-inflamatorio da amitriptilina administrada a cada tempo de meia-vida.
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5.3 - AVALIACAO DA PARTICIPACAO DOS ADRENOCEPTORES ALFA-1

Experimento 8 - Influéncia do pré-tratamento com antagonista de adrenoceptores

alfa-1 (prazosina) nos efeitos da amitriptilina administrada a cada

meia-vida sobre o edema de pata induzido por carragenina 1%.

Quarenta animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos iguais, sendo 1
controle e 3 experimentais. Os animais foram pré-tratados com o veiculo de
prazosina (PBS, 1mL/kg, i.p.), apés 30 minutos receberam salina (1 mL/kg, i.p.). Os
grupos experimentais foram: 1)pré-tratados com veiculo de prazosina, apés 30
minutos com amitriptilina 10mg/kg (grupo amitriptlina); 2) pré-tratados com prazosina
(2 mg/kg, i.p.), apés 30 minutos com salina (grupo prazosina); 3) pré-tratados com
prazosina, apos 30 minutos com amitriptilina 10mg/kg (grupo prazosina-amitriptilina).
Uma hora depois da primeira administracdo de amitriptilina ou seu veiculo — que
foram administrados a cada 2,5-3 horas — 0s animais de todos os grupos foram
injetados com carragenina 1%, sendo o volume das patas avaliado conforme

experimentos anteriores. O esquema abaixo ilustra o protocolo experimental:

» 4 . o

Pré-tratamentos | >° | Tratamentos 1h ,| Carragenina 1%
no coxim
; amitriptilina Pletismografia plantar
prazosina
R Medida basal
salina

prazosina

icul amitriptilina
velewe Pletismografia

i salina 1,2,3,4,6e8
veiculo horas apos
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A ANOVA de duas vias mostrou existéncia de diferencas significantes entre os
tratamentos (F319s=27,426; p<0,001) e entre os tempos (Fs19s=29,778, p<0,001),
sem efeito interagdo entre os fatores (Fi5195=1,558; p>0,05). A aplicacdo do teste
pos-hoc de Tukey mostrou que o tratamento com amitriptilina produziu reducéo
significante do edema de pata nos tempos 2 e 3h (p<0,005), quando comparados ao
grupo controle. A prazosina per se ndo produziu efeitos no edema de pata (p>0,05).
Os animais que foram pré-tratados com prazosina e que receberam em seguida
amitriptilina apresentaram uma reducdo significante do edema inflamat6rio nos
tempos 1h (p<0,05), 2 e 3h (p<0,001), 4h (p<0,05) e 8h (p<0,05) quando
comparados ao grupo controle. Além disso, a reducdo no edema produzida por este
tratamento foi mais intensa que a produzida no grupo tratado com amitriptilina nos

tempos 2 e 3 h (p<0,05), conforme pode ser observado na Figura 10.
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Figura 10 - Efeito do pré-tratamento com um antagonista de adrenoceptores alfa-1
(prazosina) nas acdes da amitriptilina administrada a cada tempo de meia-
vida sobre o edema de pata induzido por carragenina 1% em ratos. O
volume da pata é dado pela diferenca de cada medida em relagdo ao
volume basal (mL). Os valores referem-se a média + desvio padrdo. *:
p<0,05 em relacdo ao grupo controle. (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Tukey). Controle:n=8; ami:n=9; demais grupos: n=10

O terceiro mecanismo investigado foi a participacdo do oxido nitrico (NO) sobre o

efeito anti-inflamatorio da amitriptilina administrada em dose Unica.
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5.4- AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO OXIDO NITRICO NO EFEITO ANTI-
INFLAMATORIO DA AMITRIPTILINA

Experimento 9 - Efeito do pré-tratamento com um inibidor da sintese de 6xido nitrico

nas acdes da amitriptiina sobre o edema de pata induzido por

carragenina 1% em ratos

Quarenta animais foram divididos ao acaso em quatro grupos iguais. Vinte deles
foram pré-tratados com um inibidor da sintese de éxido nitrico (L-NAME, 50 mg/kg,
i.p.) e os outros vinte com o veiculo deste (PBS, 1mL/kg). Uma hora depois, eles
receberam amitriptilina (10 mg/kg, i.p.) ou NaCl 0,9% (salina; i.p.). Apés 1h, foram
injetados no coxim plantar com carragenina a 1%, sendo o volume da pata avaliado
em diferentes horarios, como descrito anteriormente. Segue abaixo o esquema do

protocolo experimental usado:

Pletismografia 1h 1h P 3
Pré-tratamentos arragenina
—> —>
Medida basal Tratamentos 1%
L-NAME amitriptilina
v
Pletismografia
L-NAME salina
1,2,3,4,6¢8
horas apos
PBS amitriptilina
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A anadlise dos dados, ilustrados pela figura 11, mostrou a existéncia de diferencas
significantes entre os tratamentos (F319,=84,677; p<0,001) e entre os tempos
(Fs.102=2,954,; p<0,05), sem contudo revelar interacao significante entre estes fatores
(F=1,581; p>0,05). O teste pos hoc de Tukey mostrou que o tratamento com
amitriptilina produziu uma reducdo significante do edema de pata quando
comparado ao grupo salina apenas no tempo 2 horas (p<0,05). O tratamento com L-
NAME reduziu o edema nos tempos 2 (p<0,01), 3 (p<0,005) e 4 horas (p<0,05)
guando comparado ao grupo controle, enquanto que o grupo que recebeu L-NAME e
amitriptilina apresentou uma reducéo significante do edema de pata durante todo o

periodo de observagéo, quando comparado aos demais grupos (p<0,001).
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Figura 11 - Efeitos do pré-tratamento com um inibidor da sintese de oxido nitrico (L-
NAME) nas acdes da amitriptilina sobre o edema de pata induzido pela
carragenina 1% em ratos. O volume da pata é dado pela diferenca de cada
medida em relacdo ao volume basal (mL). Os valores referem-se & média +
desvio padréo. *: p<0,05 em relacdo ao grupo controle. (ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de Tukey). Grupos controle, ami (amitriptilina
10,0mg/kg) e I-name: n=9; I-name-ami: n=8
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O célculo da area sob a curva (ASC) do volume da pata em funcdo do tempo foi
realizado com os dados obtidos de cada animal. As médias e desvios-padrdes de
cada grupo, apresentadas na tabela 3, foram comparadas por meio do teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, que indicou diferencas significantes entre os grupos
(Kw=19,920; p<0,001). O teste pos hoc de Dunn indicou que apenas 0 grupo que
recebeu L-NAME e amitriptilina diferiu significantemente do grupo controle (p<0,05).
Estes animais também diferiram de forma significativa daqueles tratados com
amitriptilina ou com L-NAME (p<0,05).

Tabela 3 — Areas sob a curva (ASC) do volume da pata em funcéo do tempo de
animais tratados ou ndo com L-NAME e amitriptilina. Os valores referem-se
a meédia + desvio padrao. * p<0,01 em relacdo ao grupo controle (Teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn)

controle Amitriptilina L-NAME L-NAME-Ami

10,0mg/kg
ASC 519+0,94 4,35+ 1,48 3,93+1,44 1,35+ 0,35*
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Experimento 10 - Efeito do pré-tratamento com um precursor da sintese de Oxido

nitrico (L-arginina) nas a¢gfes da amitriptilina sobre o edema de pata

induzido por carragenina 1% em ratos.

Quarenta animais foram divididos ao acaso em quatro grupos iguais. Vinte deles
foram pré-tratados com um precursor da sintese de oxido nitrico (L-arginina, 300
mg/kg, i.p.) e os outros vinte com o veiculo deste (PBS; 1mL/kg). Uma hora depois,
0s animais receberam amitriptilina 10 mg/kg ou salina (i.p.). Apés 1h, eles foram
injetados com carragenina a 1% no coxim plantar, sendo o volume avaliado em
diferentes horarios, como descrito anteriormente. Segue abaixo 0 esquema do

protocolo experimental usado:

1h 1h
Pletismografia [ >| Pré-tratamentos »| Tratamentos —» Carragenina
1%
Medida basal . P
L-arginina amitriptilina
v
L-arginina salina Pletismografia
1,2,3,4,6¢8
PBS amitriptilina horas apos
PBS salina

Como se Vvé na figura 12, o pré-tratamento com L-arginina per se ndo produziu efeito
sobre o edema de pata. A aplicagdo da ANOVA de duas vias mostrou uma diferenca
significante entre os tratamentos (Fs105=9,88; p<0,001) e os tempos (Fs 105=27,68;
p<0,001), sem contudo haver interacdo entre os fatores (F=1,07; p>0,05). O
tratamento com amitriptilina 10 mg/kg reduziu o edema de pata no tempo 2h
(p<0,05) quando comparado ao observado nos ratos do grupo controle. O grupo que
recebeu pré-tratamento com L-arginina e em seguida amitriptilina (l-arg-ami)
apresentou um menor edema de pata nos tempos 1 (p<0,01) e 2 horas (p<0,001),
guando comparado aos animais do grupo controle; a L-arginina nao foi capaz de

reverter o efeito anti-inflamatério da amitriptilina.
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Figura 12 - Efeitos do pré-tratamento com um precursor da sintese de Oxido nitrico
(L-arginina) nas ac¢des da amitriptilina sobre o edema de pata induzido pela
carragenina 1% em ratos. O volume da pata € dado pela diferenca de cada
medida em relacdo ao volume basal (mL). Os valores referem-se & média +
desvio padréo. *: p<0,05 em relacdo ao grupo controle. (ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de Tukey). Controle: n=9; ami (amitriptilina
10,0mg/kg): n=8; lI-arg: n=10; |-arg-ami: n=11
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O célculo da area sob a curva (ASC) do volume da pata em funcdo do tempo foi
realizado com os dados obtidos de cada animal. As médias e desvios-padrdes de
cada grupo, apresentadas na tabela 4, foram comparadas por meio de uma ANOVA
de uma via, que nao encontrou diferengas significantes entre os grupos (Fs34=1,830;
p>0,05).

Tabela 4 — Areas sob a curva (ASC) do volume da pata em funcéo do tempo de
animais tratados ou ndo com L-arginina e amitriptilina. Os valores referem-
se a media = desvio padrao. (ANOVA de uma via ndo encontrou diferencas

entre os grupos; p>0,05)

controle Amitriptilina L-arginina L-arginina-Ami

10,0mg/kg
ASC 5,67 £ 0,59 4,72 + 0,93 5,40 +1,05 4,97 £1,04

A investigacao da participagdo do oxido nitrico no efeito anti-inflamatorio também foi

feita administrando-se a amitriptilina a cada tempo de meia-vida de eliminacgao.
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Experimento 11 - Influéncia do pré-tratamento com um inibidor da sintese de 6xido

nitrico (L-NAME) nas acdes da amitriptilina administrada a cada
tempo de meia-vida sobre o edema de pata induzido por

carragenina 1% em ratos.

Foi realizado procedimento idéntico ao anteriormente descrito, no qual ratos foram
pré-tratados com um inibidor da sintese de 6Oxido nitrico ou PBS, seguida pela
administracao intraperitoneal de amitriptilina ou salina e apés uma hora pela injecéo
plantar de carragenina. A Unica diferengca do protocolo anterior estd no fato de a
amitriptilina ter sido administrada a cada tempo de meia-vida, ou seja, a cada 2,5-3h,

conforme esquema abaixo:

v J . v

Pré-trat Trat Carrag 1h 2h 3h 4h 6h 8h
[ I I I I I I I |

¢ Tratamento com amitriptilina

A realizacdo de uma ANOVA de duas vias dos dados ilustrados pela figura 13
mostrou uma diferenca significante entre os tratamentos (Fs3174=27,99; p<0,001) e
entre os tempos (Fs174=12,57; p<0,001), sem interacdo entre os fatores
(F15174=1,12; p>0,05). O tratamento com amitriptilina a cada tempo de meia-vida
produziu uma reducéo significante do edema de pata nos tempos 3, 4, e 6 horas
(p<0,05), quando comparado ao grupo controle. O pré-tratamento com L-NAME
reduziu o edema de pata nos tempos 2 e 3h (p<0,04). Os animais que receberam L-
NAME seguido da amitriptilina apresentaram uma reducdo no edema nos tempos 2
(p<0,01), 3 (p<0,001), 4 (p<0,001), 6 (p<0,001) e 8 (p<0,05) horas apos a injecéo de

carragenina.
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Figura 13 - Efeitos do pré-tratamento com um inibidor da sintese de oxido nitrico (L-
NAME) nas a¢des da amitriptilina administrada a cada tempo de meia-vida
sobre o edema de pata induzido por carragenina 1% em ratos. O volume da
pata € dado pela diferenca de cada medida em relacdo ao volume basal
(mL). Os valores referem-se a média + desvio padrdo. *: p<0,05 em relacdo
ao grupo controle. (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey).
Controle: n=10, ami n=8, I-name: n=7; I-name-ami: n=8
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O célculo da area sob a curva (ASC) do volume da pata em funcdo do tempo foi
realizado com os dados obtidos de cada animal. As médias e desvios-padrdes de
cada grupo, apresentadas na tabela 5, foram comparadas por meio de uma ANOVA
de uma via, que indicou diferencas significantes entre os grupos (Fs;29=6,895;
p<0,005). O teste pos hoc de Tukey mostrou que 0S grupos tratados com
amitriptilina e L-NAME-amitriptilina diferiram de forma significante dos dados obtidos

do grupo controle.

Tabela 5 — Areas sob a curva (ASC) do volume da pata em funcdo do tempo de
animais tratados ou ndo com L-NAME e amitriptilina (a cada meia-vida). Os
valores referem-se a média + desvio padrdo. * p<0,01 em rela¢do ao grupo

controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey)
controle Amitriptilina L-NAME L-NAME-Ami

10,0mg/kg
ASC 581+0,70 4,29 + 1,31* 4,72+ 1,51 3,42 +1,03*
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Experimento 12 - Influéncia do pré-tratamento com um precursor da sintese de 6xido

nitrico (L-arginina) nas a¢des da amitriptilina administrada a cada
tempo de meia-vida sobre o edema de pata induzido por

carragenina 1% em ratos.

Foi realizado procedimento idéntico ao experimento anterior, no qual ratos foram
pré-tratados com L-arginina ou PBS, seguida pela administragédo intraperitoneal de
amitriptilina ou salina e apds uma hora pela injecdo plantar de carragenina.
Novamente a amitriptilina foi administrada a cada tempo de meia-vida, ou seja, a
cada 2,5-3h.

A aplicagédo da ANOVA de duas vias nos dados obtidos neste experimento mostrou
uma diferenca significante entre os tratamentos (Fs216=42,048, p<0,001) e entre os
tempos (Fs216=30,789, p<0,01), sem interacdo entre os fatores (Fis5216=1,529;
p>0,05). O teste pos hoc indicou, conforme ilustrado na Figura 14, que o tratamento
com amitriptilina 10 mg/kg produziu uma redugéao significante do edema de pata nos
tempos 2 (p<0,05), 3, 4 (p<0,001) e 6 (p<0,005) horas quando comparado ao seu
controle. A L-arginina, per se, ndao produziu efeito sobre o processo inflamatério e
também n&o foi capaz de reverter o efeito anti-inflamatorio da amitriptilina até a
guarta hora. A partir da sexta hora observou-se reversédo do efeito anti-inflamatério

da amitriptilina pela L-arginina.
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Figura 14 - Efeitos do pré-tratamento com um precursor da sintese de 6xido nitrico
(L-arginina) nas ac¢des da amitriptilina administrada a cada tempo de meia-
vida sobre o edema de pata induzido por carragenina 1% em ratos. O
volume da pata € dado pela diferenca de cada medida em relacdo ao
volume basal (mL). Os valores referem-se a média + desvio padrdo. *:
p<0,05 em relacdo ao grupo controle. (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Tukey). n=10 por grupo
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Experimento 13 - Avaliacdo da influéncia da administragdo de amitriptilina e L-NAME

sobre a producao de nitratos em ratos.

Vinte e dois ratos foram divididos aleatoriamente em 4 grupos. Todos foram pré-
tratados (1 mL/Kg — i.p.) com PBS ou L-NAME (50 mg/Kg). Ap6s uma hora
receberam os respectivos tratamentos: (amitriptilina (10 mg/Kg) ou NaCl 0,9%); 3
horas apds, foi feita a coleta do sangue por punc¢éo cardiaca. Cerca de 30 minutos
antes da coleta, todos os animais foram adequadamente anestesiados, conforme

descrito anteriormente. Segue-se 0 esquema de tratamento:

1h 3h
PRE- COLETA
TRATAMENTO » TRATAMENTO SANGUE | SORO
30 antes:
anestesia

A realizacdo da ANOVA de uma via mostrou existéncia de diferencas significantes
entre os grupos (Fz15=4,99; p<0,02). O teste pos hoc de Tukey mostrou que 0s
animais tratados como L-NAME e amitriptilina apresentaram reducéo significante do
total de nitratos circulantes, quando comparados aos do grupo controle (p<0,01),

como demonstrado na figura 15.
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Figura 15 - Efeitos da administracéo de amitriptilina e L-NAME sobre a producéo de
nitratos em ratos. Os valores referem-se a média + desvio padréo. *: p<0,05
em relagdo ao grupo controle. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Tukey). L-NAME-amitriptilina: n=4; demais grupos: n=6

e A administragdo de amitriptiina a cada tempo de meia-vida demonstrou
melhor efeito anti-inflamatorio;

e Houve um efeito de potencializacao/aditivo entre amitriptilina e L-NAME;

e O proximo passo foi avaliar este efeito anti-inflamatério em outro leito

vascular, avaliando-se, também, as caracteristicas do exsudato produzido.
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5.5- AVALIACAO DOS EFEITOS DA AMITRIPTILINA SOBRE O EXSUDATO
INFLAMATORIO PERITONEAL INDUZIDO PELA CARRAGENINA

Experimento 14 - Influéncia da amitriptilina sobre as caracteristicas do exsudato

inflamatorio produzido pela injec&o intraperitoneal de carragenina.

30 ratos foram distribuidos ao acaso em trés grupos: naive (que receberam injecao
de Ringer, 1mL/kg).), Controle (NaCl 0,9%; 1mL/kg), amitriptilina (10mg/kg. i.p.).
Uma hora ap0s o0s respectivos tratamentos, 0os grupos controle e amitriptilina
receberam injecdo i.p. de carragenina (500ug/cavidade em 2mL de Ringer); os
animais do grupo naive receberam neste momento nova injecao de Ringer (2mL).
Apo6s 2 horas, foram avaliados o volume do exsudato e o numero de leucdcitos. O

esquema abaixo ilustra o protocolo experimental:

c )

Volume do exsudato: injecdo de

NaCl0,9% 5mL de PBS cm heparina
\ 25U/mL, e coleta do liquido

peritoneal com uma pipeta de

1h CARRAGENINA Pasteur . Volume conferido em

E 2h uma proveta.
Amitriptilina >_>

NUumero de leucécitos: contados

em camara de Neubauer e

apresentadas como numero de

N leucocitos por mL.
Ringer 1h RINGER

J

A ANOVA de uma via indicou diferencgas significantes entre os grupos em relagéo ao
ndmero de células por mL (F,23=9,664; p<0,001). O teste de Tukey mostrou que 0s
grupos naive (p<0,001) e amitriptiina (p<0,05) apresentaram uma menor
concentracdo de leucocitos no exsudato peritoneal quando comparados aos do
grupo controle, como observado na figura 16A.

Em relagdo ao total de leucdcitos, houve diferenca significante apenas entre o0s

grupos controle e naive (Kw=8,211; p<0,02), como apresentado na figura 16B.



Delineamento Experimental e Resultados 100

Observou-se, ainda, que ndo houve diferencas significantes entre 0s grupos quanto
ao parametro volume de exsudato, apesar de haver uma tendéncia estatistica de
aumento do valor no grupo amitriptilina (Kw = 5,029; p=0,081), como representado

na figura 16C.
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Figura 16 - Efeitos da amitriptilina sobre as caracteristicas do exsudato inflamatério
produzido pela injecdo intraperitoneal de carragenina. A-nimero de células
por mL (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey; naive: n=7; controle:
n=9, ami: n=10); B- nimero total de células (Teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Dunn; naive: n=7; controle: n=8, ami: n=9); C- volume do
exsudato. Os valores referem-se a média + desvio padrdo. *: p<0,05 em
relacdo ao grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis; n=10 por grupo)
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Experimento 15 - Influéncia do pré-tratamento com L-NAME nas acdes da

amitriptilina sobre as caracteristicas do exsudato inflamatorio

produzido pela injecao intraperitoneal de carragenina.

40 ratos foram distribuidos ao acaso em quatro grupos: um controle e trés
experimentais (denominados como grupos amitriptilina, L-NAME e L-NAME-
amitriptilina), como esquematizado abaixo. Os animais do grupo controle foram pré-
tratados com o veiculo de L-NAME (PBS, 1mL/kg, i.p.) e apés 1 hora receberam
salina (veiculo da amitriptilina, 1 mL/kg, i.p.). Os grupos experimentais foram: 1)pré-
tratados com PBS e apo0s 1 hora com amitriptilina 10mg/kg (grupo amitriptilina; 2)
pré-tratados com L-NAME (50 mg/kg, i.p.) e apdés 1 hora com salina (grupo L-
NAME); 3) pré-tratados com L-NAME (50 mg/kg, i.p.) e ap6s uma hora com
amitriptilina 10mg/kg (grupo L-NAME-amitriptilina).

Depois de 1 hora da primeira administracdo de amitriptilina ou salina, todos os
grupos receberam injecao i.p. de carragenina (500ug/cavidade em 2mL de Ringer).
Apbs 2 horas houve nova administracdo de amitriptilina ou salina (perfazendo o total
de 3h do tempo de meia-vida da amitriptilina). O volume de exsudato e o nUmero de

leucocitos foram avaliados trés horas apoés a injecao de carragenina.

1h
Pré-tratamentos 1h Carragenina
°™, Tratamentos |~ ip
L-NAME amitriptilina l 2h
L-NAME salina Nova administragdo de
amitriptilina ou salina
PBS | amitrintilina | ! 1h
Volume do exsudato: injecdo de
PBES | salina | 5mL de PBS em heparina

25U/mL, e coleta do liquido
peritoneal com uma pipeta de
Pasteur. Volume conferido em
uma proveta.

Namero de leucdcitos: contados
em camara de Neubauer e
apresentadas como numero de
leucdcitos por mL.
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A aplicacdo de uma ANOVA de uma via indicou diferencas significantes entre os
grupos em relacdo ao numero de células por mL (F324=16,245; p<0,001). O teste de
Tukey mostrou que o tratamento com amitriptilina produziu uma reducéo significante
na concentracdo de leucocitos, quando comparado aos dados obtidos dos grupos
controle e L-NAME (p<0,005). Além disso, a co-administracdo de L-NAME e
amitriptilina também produziu redugé@o na concentracdo de leucécitos no exsudato
peritoneal em relagdo aos grupos controle e L-NAME (p<0,001), conforme
demonstrado na figura 17A.

Em relacdo ao numero total de leucdcitos, representado na figura 17B, a aplicacao
de ANOVA de uma via mostrou diferencas significantes entre os grupos (F324=13,3;
p<0,001). O teste de Tukey mostrou que o grupo LNAME-ami diferiu
significantemente do grupo controle (p<0,001). Além disso, 0os animais tratados com
amitriptilina (p<0,01) ou L-NAME-ami (p<0,001) apresentaram reducdo no total de
leucocitos do exsudato quando comparados ao grupo tratado apenas com L-NAME.
N&o houve diferenca significante entre os grupos no parametro volume de exsudato

(F324=1,301; p>0,05), conforme representado na figura 17C.
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Figura 17 - Efeito do pré-tratamento com L-NAME nas ac¢6es da amitriptilina sobre as
caracteristicas do exsudato inflamatério produzido pela injecéo
intraperitoneal de carragenina. A-numero de células por mL; B- nimero total
de células; C- volume do exsudato. Os valores referem-se a média + desvio
padréo. *: p<0,05 em relagdo ao grupo controle; # p<0,05 em relacdo ao
grupo L-NAME (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey; controle:
n=5, ami: n=6, L-NAME: n=9, L-NAME-ami: n=8)
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5.6- EFEITOS DA AMITRIPTILINA SOBRE O COMPORTAMENTO DE
LEUCOCITOS: AVALIACAO POR MICROSCOPIA INTRAVITAL.

Experimento 16 - Avaliagdo do rolling, adesdo e velocidade de leucdcitos em

condic¢des ndo-inflamatorias.

Ratos foram distribuidos ao acaso em trés grupos: naive, controle (NaCl 0,9%;

1mL/kg), amitriptilina (10mg/kg. s.c.). Apés 3 horas eles foram preparados para

avaliacdo dos parametros de rolling, adeséo e velocidade de leucécitos em vénulas

pos-capilares de 15 a 30 um.

Naive
3h
NaCl0,9% [—— *»
Amitriptilina
10 ma/ka

Rolling: avaliado durante 1h nos tempos 0, 15°, 30°, 45’ e
60, sendo que em cada horario fez-se trés medidas de 1
minuto cada com intervalo de 1 minuto entre elas.

| | |
o 15' 30’ 45 60’

Adesao (stickers): numero de células estacionarias (por > 30s)
em 100pum de comprimento do vaso

Velocidade: tempo para percorrer trecho de 100 um (média de
trés valores por medida)
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A aplicacdo de ANOVA de uma via nao indicou presenca de diferencas significantes
entre os grupos em relacédo ao rolling de leucocitos nos tempos zero (F»16=1,844;
p>0,05), 30 (F,16=2,45; p>0,05), 45 (F2,16=1,029; p>0,05) e 60 minutos (F,,16=1,118;
p>0,05) apos o inicio da avaliagdo. No tempo 15 minutos, no entanto, o teste de
Tukey apontou que o grupo amitriptilina apresentou um maior numero de leucocitos
em rolling, quando comparado ao grupo naive (F;16=6,081; p<0,01), como

observado na figura 18A.

N&o se observaram diferencas significantes entre 0os grupos quanto ao parametro
adesao de leucécitos (p>0,05) nos tempos zero (F213=0,578), 15 (F,13=0,36), 30
(F2,13=0,662), 45 (Kw=0,315) e 60 minutos (F»,13=0,0178) apds o inicio da avaliacao,

conforme demonstrado na figura 18B.

Como se pode observar na analise da figura 18C, ndo se encontram diferencas
significantes entre os tratamentos com relagdo ao tempo necessario para 0S
leucécitos percorrerem 100um de vénula (tempos zero: F,17=1,932; 15:Kw=0,822;
30: Kw=1,839; 45: F,17=1,17 e 60 minutos: F,17=0,562; p>0,05).
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Figura 18 - Efeitos da amitriptilina sobre o comportamento de leucécitos em condicao
nao-inflamatdria. A-nimero de leucdcitos em rolling por minuto; B- nimero
de leucécitos aderidos em 100 pm de vénula; C- tempo para percorrer 100
um de vénula por minuto. Os valores referem-se a média + desvio padrao. *
p<0,05 em relacdo ao grupo naive. (A e B: ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Tukey; C: Teste de Kruskal-Wallis; naive:n=7, controle e
amitriptilina: n=6 cada)



Delineamento Experimental e Resultados 107

Experimento 17 - Avaliacdo do rolling, adesédo, velocidade e transmigracdo de

leucécitos em condigdes inflamatorias.

Ratos machos foram distribuidos ao acaso em dois grupos: controle (NaCl 0,9%;
1mL/kg) ou amitriptilina (10mg/kg. s.c.). Ap6és 1 hora eles receberam injegcéo
intraperitoneal de carragenina (500ug/2mL de Ringer); depois de 2 horas os animais
foram preparados para avaliacdo dos parametros de rolling, adesao, velocidade e

transmigracdo de leucécitos em vénulas pés-capilares de 15 a 30 pm.

NacCl 0,9% 1h Carragenina
> i.
Amitriptilina P
10 mg/kg l 2h

Transmigrados: total de leucécitos localizados em 2000 m?
de area exterior a vénula avaliada, medidos nos tempos zero e
60 minutos.

0) 15’ 30’ 45’ 60’

Rolling: avaliado durante 1h nos tempos 0, 15°, 30°, 45’ e 60’,
sendo que em cada horario fez-se trés medidas de 1 minuto casa
com intervalo de 1 minuto entre elas.

Adesao (stickers): namero de células estacionarias (por > 30s) em
100pum de comprimento do vaso

Velocidade: tempo para percorrer trecho de 100 um (média de trés
valores por medida)
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Em relacdo ao rolling, os dois grupos diferiram entre si nos tempos zero (t=2,406;
p<0,05), 15 (t=2,442; p<0,05), 30 (t=2,751; p<0,02), 45 (t=3,182; p<0,01) e 60
minutos (t=2,567; p<0,05) de avaliagao (controle n=9 e amitriptlina n=8), conforme
ilustra a figura 19A. Os animais que receberam amitriptilina também apresentaram
diminuicdo na adeséo de leucocitos nos tempos 30 (t= 1,903; tendéncia: p=0,078),
45 (t=2,483; p<0,05) e 60 minutos (t=2,616; p<0,05; controle n=9 e amitriptlina n=7)
e também no numero de células transmigradas (n=9 por grupo) apos 1 hora de
avaliacdo por microscopia intravital (t=2,864; p<0,02) como pode ser visto nas
figuras 19B e 19C respectivamente. Nao houve alteracdo significante no tempo
necessario para os leucdécitos percorrerem 100 m de vénula, (p>0,05; controle n=11
e amitriptilina n=9), conforme representado na figura 19D. No entanto, 0 grupo
tratado com amitriptilina mostrou uma tendéncia de reducdo neste tempo, nos
intervalos 30 (teste de Mann-Whitney; T=72,0; p=0,09) e 60 minutos (t=2,098;

p=0,05), 0 que sugere possiveis alteracbes em parametros hemodinamicos.
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Figura 19 - Efeitos da amitriptilina sobre o comportamento de leucdcitos em condigdo inflamatéria.
A-namero de leucdcitos em rolling por minuto; B- nimero de leucécitos aderidos em 100 pum
de vénula; C-numero de leucdtcitos transmigrados em 200 um de area; D- tempo para
percorrer 100 um de vénula por minuto. Os valores referem-se & média + desvio padrdo. *
p<0,05 em relacdo ao grupo controle; t= tendéncia (p<0,1) comparada ao grupo controle.
(teste t, exceto em D 30’, onde utilizou-se o teste de Mann-Whitney; A: controle: n=9, ami:
n=8; B: controle: n=9, ami: n=7; C: n=9/grupo; D: controle: n=11, ami: n=9)
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Tendo em vista a capacidade da amitriptilina em alterar o comportamento de
leucécitos em uma condigdo inflamatéria, o préximo passo foi avaliar a influéncia da

administracao de amitriptilina sobre a expresséo de moléculas de adeséo.

5.7- EFEITOS DA AMITRIPTILINA SOBRE A EXPRESSAO DE MOLECULAS DE
ADESAO: AVALIACAO POR CITOMETRIA DE FLUXO.

Experimento 18 - Influéncia do tratamento com amitriptilina na expressdo de L-

selectina, MAC-1, ICAM-1 e PECAM-1 em leucadcitos de sangue periférico.

Ratos foram agrupados ao acaso e pré-tratados com L-NAME ou PBS (50mg/kg,
i.p.); depois de 1h os animais receberam tratamento com amitriptilina 10mg/kg, i.p.
ou NaCl 0,9% (1mL/kg, administrados novamente apds 3h). Depois de 1h os ratos
receberam carragenina i.p. (500ug/2mL/animal). Apés trés horas os animais foram
anestesiados e o sangue coletado por puncéo cardiaca para analise da expresséo
de moléculas de adesédo por citometria de fluxo, conforme metodologia descrita

anteriormente. Segue abaixo o0 protocolo esquematico:

3h
30’ antes: anestesia

1h 1h
L-NAME OU CARRAGENINA COLETA DE
VEICULO L 5 | AMITRIPTILINA L5 SANGUE
amitriptilina 10 mg/kg amitriptilina 10 mg/kg
Pré-tratamento TRAT CARRAG TRAT COLETA
[ 1h | 1h | 2h | |

0

1h 2h 5h
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Na tabela 6 encontram-se representados os valores de intensidade meédia de
fluorescéncia das moléculas de adeséo avaliadas. A aplicacdo da ANOVA de uma
via ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos com relacdo a expressao
de L-selectina em neutréfilos (Fz26=2,017; p>0,05) ou mondcitos (F325=0,681;
p>0,05), nem na expressdo de PECAM-1 por neutréfilos (F325=0,6329) ou mondcitos
(F326=0,3349; p>0,05). Também n&do se observaram diferencas entre as
intensidades médias de fluorescéncia para expressdo de MAC-1 nem de ICAM-1 por

leucocitos.
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Tabela 6 - Expressao de moléculas de adesdo em leucdcitos do sangue periférico.
Dados representam intensidade média de fluorescéncia (média geométrica),
obtida pela andlise por citometria de fluxo. Os valores referem-se a média +
desvio padrdo. (ANOVA de uma via ndo encontrou diferencas entre 0s
grupos, p>0,05)

L-

selectina

MAC-1

ICAM-1

PECAM-1

Neutroéfilos

Monocitos

Neutréfilos

Monécitos

Neutréfilos

Monécitos

Neutréfilos

Monécitos

CONTROLE

15,97 + 2,68
(n=8)

37,68 + 7,14
(n=7)

132,79 + 40,06
(n=5)

43,56 + 9,80
(n=5)

19,64 + 0,97
(n=5)

50,42 + 7,06
(n=5)

21,21+2,16
(n=8)

25,17+8,76
(n=6)

AMITRIPTILINA

17,43 + 3,76

(n=8)

44,87 + 15,42
(n=8)

126,75 + 62,19
(n=5)

48,73 £ 5,26
(n=5)

21,71 +4,40
(n=5)

48,742 + 6,83
(n=5)

22,10+2,16
(n=8)

34,13 + 15,86
(n=8)

14,12 +1,32
(n=7)

37,60+ 6,72
(n=7)

154,32 + 31,54
(n=5)

45,59 + 4,33
(n=5)

21,626 + 2,66
(n=5)

49,7625 +12,97
(n=4)

20,40 +3,08
(n=7)

34,78 £ 12,27
(n=6)

L-NAME-
AMITRIPTILINA

15,60 + 1,79
(n=7)

39,76 + 13,11
(n=7)

164,40 + 43,19
(n=5)

50,69 + 5,12
(n=5)

21,04 +3,17
(n=5)

50,445 + 9,08
(n=4)

22,67 +3,39
(n=6)

21,46 + 3,54
(n=6)
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5.8- EFEITOS DA AMITRIPTILINA SOBRE A CONCENTRACAO DE CITOCINAS
PRO-INFLAMATORIAS NO SORO DE RATOS

Experimento 19 - Influéncia do tratamento com amitriptilina na concentracdo de IL-

1beta e TNF-alfa no soro de ratos.

Ratos foram distribuidos ao acaso e pré-tratados com L-NAME ou PBS (50mg/kg,
i.p.); depois de 1h os animais receberam tratamento com amitriptilina 10mg/kg, i.p.
ou NaCl 0,9% (1mL/kg, administrados novamente apos 3h). Apos 1lh, os ratos
receberam carragenina i.p. (500ug/2mL/animal). Trés horas apos, todos os animais
foram anestesiados e 0 sangue coletado por pungdo cardiaca para posterior
separacdo do soro por centrifugacdo (4000 rpm, 5minutos). O soro obtido foi
congelado em eppendorfs a -80°C, até o momento da analise da concentracdo das
citocinas, por ELISA, conforme descrito anteriormente. Segue abaixo o protocolo

esquematico:

1h 1lh
Pré-tratamentos , Carragenina
Tratamentos |—* ip.

L-NAME amitriptilina l 3h
L-NAME salina Coleta de sangue

Separacgédo do soro
PBS amitriptilina

-80°C

ELISA: citocinas
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A aplicacdo da ANOVA de uma via indicou diferencas significantes entre os
grupos em relacdo as concentracdes sericas de IL-1lbeta (F323=11,714; p<0,001) e
de TNF-alfa (F323=6,722; p<0,005), conforme representado nas figuras 20A e 20B,
respectivamente. O poés teste de Tukey mostrou que os trés grupos experimentais
tratados com amitriptilina (n=7), L-NAME (n=6) e L-NAME-amitriptilina (n=7)
apresentaram reducdo estatisticamente significante na concentracdo de IL-1beta
(p<0,001) no soro de ratos em condicdo inflamatéria em comparacdo ao grupo
controle (n=7). O mesmo foi observado em relacdo aos niveis de TNF-alfa, onde
animais tratados com amitriptilina (p<0,02; n=8), L-NAME (p<0,01; n=8) e L-NAME-
amitriptilina (p<0,005; n=7) apresentaram uma reducdo significante quando

comparados aos animais do grupo controle (n=7).
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Figura 20 - Efeitos da amitriptilina sobre a concentracédo de (A) IL-1beta e (B) TNF-
alfa no soro de ratos em condi¢do inflamatodria. Os valores referem-se a
média * desvio padrdo. * p<0,05 em relagdo ao grupo controle (pg/mL).
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey; A: controle, ami e L-
NAME-ami: n=7, L-NAME: n=6; B: controle e L-NAME-ami: n=7, ami e L-
NAME: n=8) Efeitos da amitriptilina sobre a concentracao de (A) IL-1beta e
(B) TNF-alfa no soro de ratos em condigao inflamatoria. Os valores referem-
se a média £ desvio padréo. * p<0,05 em relagcéo ao grupo controle (pg/mL).
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey; A: controle, ami e L-
NAME-ami: n=7, L-NAME: n=6; B: controle e L-NAME-ami: n=7, ami e L-
NAME: n=8)
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6- Discusséao

O objetivo primordial deste trabalho foi avaliar os efeitos da amitriptilina sobre
a resposta inflamatéria aguda e investigar alguns dos possiveis mecanismos
envolvidos nestes efeitos. No entanto, para podermos discutir os presentes achados,
é fundamental que se compreenda a complexidade dos elementos deste estudo. A
amitriptilina € um farmaco com multiplos mecanismos de agdo (MORRISSEY, 2009);
além de inibir a recaptacdo de noradrenalina e serotonina, € um potente
antioxidante, promove inibicdo da liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e de
células NK, é antagonista de receptores alfa-1 e H1, além de ser antimuscarinico.
Em estudos in vitro e in vivo, a amitriptilina tem demonstrado, além da acdo como
antidepressivo e analgésico, um importante efeito anti-inflamatorio. Os mecanismos
envolvidos no efeito anti-inflamatério da amitriptilina agora investigado apdiam o
perfil pleiotropico de acdo deste famaco. Assim, h& que ressaltar e ja de inicio, que
aos mecanismos investigados no presente trabalho, outros podem vir a se somar,
relacionados ou ndo as suas acdes analgésica e antidepressiva ou, ainda, envolver
aspectos vasculares.

A inflamacéo, por outro lado, também €& um evento complexo que possui um
papel crucial na fisiologia dos mamiferos. Sabe-se que o objetivo primario de uma
resposta inflamatéria € a remocdo do agente agressor, visando restaurar a
funcionalidade do tecido. Isto pode ser resolvido de forma aguda ou, de forma mais
agressiva para o tecido, em um processo cronico. No entanto, apesar dos
mecanismos da inflamag¢do induzida por infecgcbes serem bem conhecidos, 0s
estados inflamatdrios crbénicos sistémicos, tais como obesidade, doencas
cardiovasculares, diabetes e, por que ndo dizer, até mesmo e segundo alguns
autores, a depressdo, sao pouco conhecidos. Neste contexto, o fendmeno
inflamatorio passa a ser discutido ndo mais do ponto de vista classico, mas como
parte de um amplo espectro. Ou seja, os estimulos que levam a condicao
inflamatoria iriam de um distirbio leve no funcionamento dos tecidos (estresse
tecidual) até a uma injuria de maiores proporcdes, caracterizada pelos cinco sinais
cardinais: rubor, calor, dor, edema e, por fim, perda de func&o. O estresse tecidual,
por sua vez, induziria um fendbmeno conhecido como parainflamacdo, o qual

auxiliaria o tecido a se adaptar as condicdes nocivas, restaurando sua
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funcionalidade. Neste sentido, a perda de controle destas parainflamacgfes poderia
ser a responsavel pelos estados inflamatorios cronicos associados as muitas
doencgas modernas humanas, tais como a aterosclerose (MEDZHITOV, 2008).

Sendo assim, diante da complexidade dos elementos do presente estudo -
amitriptilina e inflamagé&o - devemos analisar os resultados obtidos como fossem
elementos de um conjunto maior, ainda ndo completamente elucidado.

Usando-se o0 modelo do edema de pata induzido pela carragenina
observamos que o tratamento com amitriptilina produziu um efeito anti-inflamatério,
corroborando, neste sentido, os dados da literatura (ABDEL-SALAM et al, 2003;
KUBERA et al, 2000; SACERDOTE et al, 1994; SACERDOTE et al, 1997). No
entanto, quando a amitriptilina foi administrada em dose Unica ou apés tratamento
prolongado (7, 14 ou 28 dias) nao se encontrou reducao significante no edema de
pata além da quarta hora avaliada, para a maioria dos experimentos realizados.

De acordo com artigos de Baumann et al (1984) e Coudore et al (1996), o
tempo de meia-vida de eliminacdo da amitriptilina em ratos varia em torno de 3,25
horas, enquanto que em humanos é referido como variando ao redor de 24 horas.
Em um dos experimentos citado por eles, o efeito antinociceptivo da clomipramina so
pode ser observado quando a mesma foi administrada a cada tempo de meia-vida.
De fato, quando administramos a amitriptilina a cada 2,5-3h, houve uma reducao
significativa no edema de pata até a sexta e oitava horas de avaliacdo, na maioria
dos experimentos realizados, 0 que sugere a importancia da manutencdo dos niveis
plasmaticos deste farmaco, ou de seus metabdlitos, para a ocorréncia do efeito anti-

inflamatorio.

De posse desta informacdo, pensamos que o efeito anti-inflamatoério
observado poderia ter acontecido em decorréncia de uma agédo da amitriptilina no
local da inflamacéo. Para isto, ela foi administrada diretamente na pata, submetida
ou ndo a um processo inflamatoério. Porém, ndo foi possivel a avaliacdo do efeito
desta administracdo local de amitriptilina, devido a intensa hiperemia acompanhada
de edema decorrente de sua injecdo no coxim plantar. Barnet, Louis e Kohanet
(2005) ja haviam verificado que a inje¢éo local de antidepressivos triciclicos levava a
uma injaria tecidual isquémica com presenca de necrose coagulativa muscular e

formacgéao de trombos.
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A seguir, considerando-se que o0s neutrofilos sdo os primeiros leucocitos
sanguineos a alcancar a area da inflamagcdo aguda, buscou-se avaliar se a
administracdo aguda de amitriptilina alteraria sua atividade. Os resultados
mostraram que o0 tratamento com amitriptilina reduziu significantemente a
porcentagem de fagocitose dos neutréfilos, quando comparado aquela medida no
grupo controle; resultado semelhante ja havia sido observado por Ploppa et al
(2008). Amostras de sangue periférico humano foram incubadas com amitriptilina,
nortriptilina ou fluoxetina em diferentes concentracdes por diferentes intervalos. Na
dose de 10 M, a amitriptilina induziu inibicdo do burst oxidativo e da fagocitose dos
neutrofilos, sendo o Unico tratamento que preservou a integridade celular dos
neutréfilos quando adicionado a cultura de células. Estes efeitos ndo foram
observados quando se usou doses menores que 10™*M de amitriptilina. Sabe-se que
a noradrenalina, atuando em adrenoceptores beta, diminui a liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias e reduz a atividade de fagoécitos (BRASILEIRO-FILHO, 2006).
Assim, é possivel sugerir que o fato de a amitriptilina promover diminuicdo da
recaptacao de noradrenalina e consequente aumento de sua disponibilidade, levaria
a uma menor liberagcdo de citocinas proé-inflamatérias, o que teria ocasionado a
reducdo da porcentagem de fagocitose dos neutréfilos observada no presente
estudo. De fato, em outro experimento deste trabalho, o tratamento com amitriptilina
produziu reducdo das concentracfes sericas de TNF-alfa e IL-1beta, corroborando

esta hipbtese. As implicacdes deste achado seréo discutidas posteriormente.

Diante dos achados de que a amitriptilina reduziu a resposta inflamatéria
induzida pela carragenina, além de reduzir a fagocitose de neutréfilos, os proximos

passos foram investigar os mecanismos envolvidos nestes efeitos anti-inflamatérios.

Em primeiro lugar, avaliou-se uma possivel participacdo dos glicocorticoides.
O pré-tratamento dos animais com RU-486 - um antagonista de receptores do tipo |l
de glicocorticoides- ndo foi capaz de reverter o efeito anti-inflamatério da amitriptilina
administrada a cada tempo de meia-vida, conforme avaliado pelo modelo do edema
de pata induzido pela carragenina. Os hormonios adrenocorticais e a adrenalectomia
tém sido implicados na modificacdo das reagfes vasculares envolvendo o processo
inflamatoério. Garcia-Leme e Wilhelm (1975) verificaram que animais

adrenalectomizados apresentavam aumento da permeabilidade vascular induzida
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pela injecdo de histamina, a qual era revertida pela administracdo de corticosterona.
Adicionalmente, Farsky, et al (1995) demonstraram que animais submetidos a
adrenalectomia ou tratados com um antagonista de receptores glicocorticoides
apresentavam um numero maior leucécitos em rolling. Em trabalho posterior,
Cavalcanti et al (2006) mostraram que os glicocorticoides enddégenos sédo capazes
de modular a interacdo leucocito-endotélio gracas a modulacdo da expressao de L-
selectina.

Em relagdo a possivel interagcdo com amitriptilina, Weber, Eckert e Muller
(2006) avaliaram o efeito de alguns antidepressivos sobre a distribuicdo
plasma/cérebro de corticosterona. Os resultados por eles obtidos mostraram que a
amitriptilina 10 mg/kg (v.0.) ndo foi capaz de elevar os niveis plasmaticos nem os
cerebrais de corticosterona de camundongos, quando administrada em dose Unica
ou durante duas semanas. Esta auséncia de interferéncia da amitriptilina sobre os
glicocorticoides poderia ser atribuida ao fato de ser este farmaco um potente
antagonista de receptores 5-HT,, 0s quais sdo responsaveis por mediar a
estimulacdo serotonérgica do eixo HHA. No entanto, Pariante et al (2001)
coincubaram células LMCAT com dexametasona e alguns farmacos antidepressivos,
entre eles a amitriptilina. Todos, exceto a fluoxetina, aumentaram a transcricdo de
genes mediada por receptores de glicocorticoides. Ou seja, a amitriptilina foi capaz
de aumentar a funcdo dos receptores de glicocorticoides in vitro. Este dado sugere
que uma possivel participacdo dos glicocorticoides ndo pode ser completamente

descartada dos mecanismos ligados ao efeito anti-inflamatorio da amitriptilina.

A sequir foi investigado o papel dos adrenoceptores alfa-1 sobre a resposta
inflamatoria. O pré-tratamento com prazosina — um antagonista de adrenoceptores
alfa-1 — produziu uma potencializacdo do efeito anti-inflamatorio da amitriptilina, sem
apresentar, contudo, um efeito anti-inflamatério per se. Este resultado difere do
esperado, tendo em vista que o0 antagonismo de adrenoceptores alfa-1 induz
vasodilatacdo — um evento importante no processo inflamatorio. Este efeito,
inclusive, serve de base para seu uso na clinica como anti-hipertensivo. Sendo
assim, esta potencializacdo do efeito anti-inflamatorio da amitriptilina apds o uso de
um antagonista de adrenoceptores alfa-1 deve ser interpretada como sendo
independente de seus efeitos vasculares. O efeito da prazosina no processo

inflamatorio foi recentemente avaliado por Sugino et al (2009). Neste trabalho, os
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autores verificaram que a administracdo de prazosina (1 a 3 mg/kg, v.0.) a
camundongos tratados com LPS produziu uma diminuicdo nos niveis séricos das
citocinas pro-inflamatérias TNF-alfa e IL-6, com um leve incremento da citocina
antiinflamatoria I1L-10, indicando com isto a participacdo do adrenoceptores alfa-1 no
processo inflamatorio.

Buyuksekerci e Gultekin (2005) avaliaram a interacdo entre amitriptilina e
prazosina em camundongos submetidos ao modelo da placa quente. Conforme
esperado, a amitriptilina 10 mg/kg produziu um efeito analgésico; a prazosina (0,1;
0,2; 0,5 e 1,0 mg/kg), no entanto, ndo promoveu per se analgesia, mas quando
associada a amitriptilina, a prazosina em doses menores potencializou seu efeito
analgésico. Este resultado sugere que a potencializacdo de efeitos entre estes dois
farmacos nao se restringe ao processo inflamatorio; mostra, ainda, a importancia da
dose de prazosina utilizada nesses estudos. Sugere, também, que possa haver uma

via comum entre 0s mecanismos anti-inflamatério e analgésico da amitriptilina.

Considerando-se a importancia do Oxido nitrico (NO) no processo
inflamatorio, o proximo passo foi investigar o seu possivel papel no efeito anti-
inflamatorio da amitriptilina. No presente estudo, a administracdo de amitriptilina
juntamente a um inibidor inespecifico de sintese de Oxido nitrico (L-NAME)
potencializou o efeito anti-inflamatorio avaliado pelo modelo do edema de pata. Esta
associagao produziu, ainda, uma reducgao significante do total de nitratos circulantes,
e uma reducéo significante no exsudato peritoneal da concentragdo de leucaocitos e
do numero total de leucécitos induzidos pela carragenina. Neste contexto, este efeito
anti-inflamatorio avaliado pelo edema de pata néo foi revertido pela administracdo de
um precursor da sintese de NO, o que sugere que a agdo da amitriptilina possa ter
sido decorrente da inibicdo da NO sintase, ou seja, ndo adiantaria aumentar o
substrato se a enzima estivesse inibida.

A acdo de diversos farmacos antidepressivos sobre a expressdo de NOS tem
sido investigada (FINKEL et al, 1996; JOCA et al, 2007); os resultados obtidos
nestes estudos sugerem que a inibicdo da atividade da NOS é um dos mecanismos
envolvidos com a acao destes farmacos. Por outro lado, a utilizacdo de um inibidor
de INOS e nNOS mostrou produzir efeito antidepressivo em estudo conduzido em
camundongos submetidos ao modelo do estresse cronico imprevisivel (MUTLU et al,
2009).
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Finkel et al (1996) verificaram que a paroxetina, mas nao a nortriptilina,
produziu reducdo significante dos niveis plasmaticos de nitratos e nitritos de
pacientes com cardiopatia isquémica em tratamento de depressédo. Além disso, a
paroxetina, e em menor propor¢do a nortriptilina, diminuiram a atividade da NOS in
vitro. Vale lembrar que a nortriptilina € um dos principais metabdlitos da amitriptilina,
sugerindo, entdo este achado, um efeito indireto da amitriptilina sobre a atividade
desta enzima.

Hwang et al (2008) mostraram que o0s antidepressivos clomipramina e
imipramina reduziram de forma significante a producdo de nitritos em diferentes
culturas de microglia estimuladas com LPS, fato este ndo observado em culturas
nao-estimuladas. Estes dados concordam com os resultados do presente trabalho;
em condicbes nao-estimuladas, isto é, ndo-inflamatoérias, a amitriptilina per se nédo
reduziu de forma significante os niveis circulantes de nitrato. A co-administragéo de
L-NAME e amitriptilina, por outro lado, produziu uma redugéo estatisticamente
significante deste parametro avaliado.

Salvemini et al (1996) verificaram que a administragdo endovenosa do inibidor
inespecifico da sintese de NO (L-NAME) produziu uma reducdo significante no
edema de pata induzido pela carragenina durante as 10 horas avaliadas, fato nédo
observado quando os animais receberam inibidores especificos de INOS (N-
iminoetil-L-lisina (L-NIL) ou aminoguanidina), os quais inibiram o edema apenas
apos a quarta hora. Além disso, a inibicdo do edema de pata pela utilizacdo de
inibidores de NOS foi acompanhada por uma reducéo na producédo de PGE2 e de
nitratos e nitritos e por uma diminuicdo no infiltrado de leucdcitos no exsudato
plantar. Os resultados sugeriram que o éxido nitrico que participa da fase inicial (4h)
do edema agudo induzido pela injecdo plantar de carragenina seja produzido pela
ativacdo de eNOS; sugerem, ainda, que apés este periodo ocorra uma ativacéo da
INOS. Este mesmo artigo propds um mecanismo importante para a inflamacéo
induzida pela carragenina. Segundo SALVEMINI et al (1996), a injecdo de
carragenina produz inicialmente a liberacdo de mediadores como histamina,
serotonina e bradicinina, os quais ativariam uma NOS constitutiva (endotelial ou
neuronal) e consequentemente a producdo de NO. Posteriormente, ocorreria a
inducéo de INOS, a qual seria a responsavel pela produ¢do do NO que manteria o
edema no restante do periodo. A regulacdo da iINOS envolveria a participacao,

dentre outros, das citocinas TNF-alfa e interferon-gama. O mecanismo proposto
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também envolveria a participacdo da ciclooxigenase. Logo, o efeito anti-inflamatorio
de inibidores da NOS seria decorrente da inibicdo tanto de NO como de
prostaglandinas.

Em trabalho posterior, Handy e Moore (1998) utilizaram o mesmo inibidor
especifico de iINOS e verificaram, de forma semelhante, uma reducéo no edema de
pata apenas apos a terceira hora de administracado de carragenina, enquanto que o
pré-tratamento com um inibidor de nNOS reduziu o edema de pata em ambas as
fases, sendo a segunda fase (apds a quarta hora) consequéncia provavelmente da
inibicdo também da INOS. Seus resultados sugerem que a nNOS, provavelmente
localizada em nervos sensoriais, desempenhe um importante papel na fase inicial da

inflamac&o induzida pela carragenina.

No presente trabalho, a co-administracdo de amitriptilina e L-NAME produziu
reducdo significante do total de nitratos circulantes, quando comparados aos valores
obtidos dos animais do grupo controle. Considerando-se que: 1) tal avaliacdo se deu
em condi¢do ndo-inflamatoria; 2) em outro experimento a dose Unica de amitriptilina
nao foi capaz de reduzir o edema de pata induzido pela carragenina além da quarta
hora de avaliacdo; 3) a fase inicial da inflamacéo induzida pela carragenina envolve
a participacdo de nNOS; pode-se sugerir um efeito da amitriptilina sobre a NOS
constitutiva (provavelmente neuronal), sendo este farmaco capaz de inibir a INOS
apenas apos a utilizacdo de doses repetidas (a cada 2,5-3h). Esta possivel inibicdo
da NOS pela amitriptilina somada a inibicdo desta enzima pelo L-NAME seriam
responsaveis por potencializar a redugéo da disponibilidade de NO e de suas agbes
pro-inflamatérias, ou seja, vasodilatacdo e producdo de prostaglandinas. Isto foi
observado nos resultados do presente trabalho, onde a co-administracdo de L-
NAME e amitriptilina potencializou o efeito anti-inflamatorio nos diversos modelos
utilizados.

A administragdo de amitriptilina produziu uma menor concentragcdo de
leucécitos no exsudato peritoneal, duas horas ap0s a injecdo de carragenina; tal
efeito pode ser devido a tendéncia observada de aumento no volume do exsudato,
gue resultou em uma diluicdo do numero de células por mL. O fato de néo ter havido
alteracdo no numero total de células corrobora esta hipotese.

A avaliacdo deste exsudato trés horas apés a inducdo da inflamagdo mostrou

gue o pré-tratamento com L-NAME também potencializou o efeito anti-inflamatorio
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da amitriptilina, pois produziu uma reducdo significante na concentracdo de
leucocitos e no numero total de leucdcitos, sem alterar o volume de exsudato.
Apesar de parecer contraditério o fato de termos observado que a
administracao isolada de amitriptilina ou L-NAME foi capaz de produzir reducdo no
edema de pata sem diminuir o nimero de leucdcitos e o volume do exsudato, um
resultado semelhante ja havia sido observado no trabalho de Medeiros et al (1995).
Neste trabalho, o tratamento com L-NAME produziu uma redugéo no edema de pata

sem, contudo, interferir com a permeabilidade vascular e sem alterar a migracéo de

leucocitos e a formacao de exsudato na pleurisia. Estes resultados poderiam refletir
uma diminuicdo no fluxo sanguineo local (j& que o L-NAME é vasoconstritor) ou, até
mesmo, uma diferenga de responsividade ao NO variando de acordo com o leito
vascular estudado.

Em relacdo a este ultimo aspecto, o trabalho de Fukatsu et al (1997) trouxe
resultados bastante esclarecedores. Neste estudo, foram avaliados os efeitos da
administracao intraperitoneal de uma dose aguda de L-NAME (10 e 100 mg/kg)
sobre a adesao de neutrofilos no peritbneo, pulmdes, figado e rins, empregando-se
um modelo de peritonite; um microscopio de fluorescéncia foi usado para detectar os
neutréfilos marcados que foram injetados em animais pré-tratados ou ndo com L-
NAME e que sofreram inducdo de peritonite. O pré-tratamento com L-NAME
produziu uma reducgdo significante na adesdo de neutréfilos no peritbneo e um
aumento naquela medida nos pulmdes e no figado; ndo houve alteracao aparente de
adesao nos rins. Os dados sugeriram que os efeitos da inibicdo de NO sobre a
adesdao de neutrofilos difere de acordo com o leito vascular avaliado e, ainda, que a
producdo de NO seja essencial para a preservacao da adesao de leucécitos, tao
necessaria para a sobrevivéncia a infecgao.

Extrapolando esta discusséo para a amitriptilina, sabe-se que na clinica um dos
efeitos colaterais relacionados ao uso de antidepressivos triciclicos é a hipotensao,
relacionada ao antagonismo alfa-1-adrenérgico e que desaparece com 0 Seu uUsO
continuado (HARDMAN; LIMBIRD 2003). Por outro lado, a amitriptilina também &
antagonista H1 e antimuscarinico, que, em menor proporcao, levariam a
vasoconstricdo. De fato, Svens e Ryrfeldt (2001) verificaram que a amitriptilina, in
vitro, induz broncoconstricdo e vasoconstricdo, com reducéo da perfusdo sanguinea.
No entanto, apesar destes achados, ndo € possivel afirmar que seus efeitos sobre o

edema de pata agora relatados tenham sido meros eventos vasculares. Dados do
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presente trabalho demonstraram a habilidade da amitriptilina em reduzir o
comportamento de leucocitos em vénulas pos-capilares em condicdes inflamatérias
avaliadas por microscopia intravital. Isto sugere um papel para a amitriptilina na

migracdo de leucdcitos, o que esta de acordo com Sacerdote et al (1994), que

verificaram ser a nortriptilina — o principal metabdlito da amitriptilina - capaz de
bloguear tanto a migracdo espontdnea como aquela induzida por FMLP de
polimorfonucleares humanos in vitro.

Neste sentido, a avaliacdo do papel da amitriptilina sobre o comportamento de
leucocitos mostrou que a administracdo de dose Unica deste farmaco nao foi capaz
de alterar o comportamento de leucécitos em condi¢des ndo-inflamatorias, avaliados
por microscopia intravital. Em condicdo inflamatéria induzida por carragenina, no
entanto, o tratamento com amitriptilina induziu uma reducao significante no rolling,
na adesdo e na transmigracdo de leucécitos. Ndo houve, contudo, alteracdo
significante na velocidade do rolamento, apesar da tendéncia observada em diminuir
0 tempo necessario para percorrer o trecho de vénula avaliado. Este fato sugere que

o fenbmeno observado independa dos efeitos vasculares do farmaco.

Sendo assim, diante dos resultados obtidos, avaliamos o papel da amitriptilina
sobre a expressdo de moléculas de adesdo por leucdcitos e a influéncia do NO
neste processo. O tratamento com amitriptilina n&o produziu alteracdes significantes
na expresséo das moléculas de adeséo ICAM-1, PECAM-1, L-selectina e MAC-1 por
leucécitos do sangue periférico. De igual forma, a administracdo de L-NAME sozinho
ou em conjunto com amitriptilina também néo alterou a expresséo destas moléculas
pelos leucaocitos.

A literatura apresenta varias controvérsias a respeito do papel do L-NAME no
comportamento de leucdcitos e expressdo de moléculas de adeséo. Ja foi verificado
gue o bloqueio da producdo de NO promove aumento do rolling e adesao de
leucdcitos, enquanto que sua suplementacéo reduz o recrutamento de leucoécitos em
um processo inflamatério agudo. Kubes; Suzuki; Granger (1991) avaliaram o
mesentério de gatos apos superfusdo com inibidores da NOS (L-NAME e L-NMMA)
e verificaram aumento da adesdo de polimorfonucleares; a incubagédo de neutrofilos
isolados de gatos com L-NMMA, mas ndo com L-NAME (ambos inibidores da NOS),
resultou em upregulation de CD11/CD18, conforme avaliado por citometria de fluxo.

Segundo os autores, a inibichio de NO causa vasoconstricdo e consequente
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diminuicdo das forcas de cisalhamento (shear forces) que impelem os leucécitos ao
longo do vaso, produzindo em decorréncia, um aumento da sua adeséao. TRIPATHI
et al (2007) mostraram, em um artigo de revisdo, que o NO promove uma
downregulation da expresséao de selectinas (P and E), VCAM-1 e ICAM-1 por células
endoteliais. Isto resultaria em inibicdo do rolamento e migracdo de leucocitos pelo
vaso. Por outro lado, Farsky et al (2004), tratando ratos durante 14 dias com L-
NAME misturado a agua de bebida (20 mg/kg/dia) e submetendo-os ao modelo de
inflamacé&o da bolsa de ar (air pouch model), mostraram que a inibicdo inespecifica
da sintese de NO produziu uma reducdo significante no infiltrado de
polimorfonucleares, na produgéo de nitratos e nitritos e no comportamento de rolling
e adesdo dos leucécitos e na sua expressdo de L-selectina. Hebeda et al (2008),
utilizando um protocolo de administracao prolongada de L-NAME semelhante ao de
Farsky et al (2004), verificaram uma menor expressao de L-selectina e PECAM-1 em
leucocitos e de PECAM-1 no endotélio de ratos com inibicdo de NOS constitutiva;
apenas L-selectina apresentou diminuicdo na transcricio de RNAm, ndo havendo
alteracdo na expressao endotelial de E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1. Esses dados
sugerem gque o NO produzido constitutivamente module a expressdo de moléculas
de adeséo de diferentes formas: L-selectina no nivel transcricional e PECAM-1 em
sua expressédo. O estresse de cisalhamento, neste sentido, seria um dos fatores que
ativariam PECAM, o que levaria a ativagdo de eNOS via fosforilacdo e
consequentemente a producdo de NO, j& que PECAM-1 e eNOS co-localizam-se em
células endoteliais. A modulagcdo de NO sobre PECAM, no entanto, ndo dependeria
de parametros hemodinamicos, o que sugere outras vias de modulacao. Finalmente,
e entre outros relatos interessantes, Zilberberg e Harris (2001) ndo encontraram
aumento da adeséo de leucdcitos apds o uso de L-NAME.

A discrepancia entre estes resultados e os do presente estudo em relacdo ao
papel do L-NAME na expresséo de moléculas de adesao talvez se deva ao protocolo
de administracdo; no presente trabalho foi agudo, uma hora antes dos tratamentos
e, em outros artigos, foi realizado em doses multiplas por via oral (FARSKY et al,
2004, HEBEDA et al, 2008) ou por aplicacao local (KUBES et al, 1991) em diferentes
doses. A dose, por sinal, € um fator bastante importante, tendo em vista que a
concentracdo de NO pode ser protetora ou lesiva dependendo da quantidade

disponivel.
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A este respeito, um trabalho recente trouxe uma discussdo bastante
interessante. Células endoteliais foram incubadas com TNF-alfa e doadores de NO;
verificou-se uma diminuicdo na adesdo de linfocitos, um fato ndo relacionado a
reducdo na expressdo de moléculas de adesdo. Os autores sugeriram que teria
ocorrido uma alteracdo conformacional ou de afinidade das moléculas de adeséo, e
nao em sua expressao, o que justificaria os achados (NORMAN et al, 2008). Ou
seja, a ndo observancia de alteracfes na expressdo de moléculas de adesdo por
leucdcitos de animais tratados com amitriptilina no presente trabalho poderia ter sido
decorréncia de uma alteracdo na conformacao ou afinidade dessas moléculas. Pelo
exposto, depreende-se que outros estudos sejam necessarios para uma melhor
avaliacdo da influéncia da amitriptilina na expressdo de moléculas de adeséo pelo

endotélio vascular.

A expressdo de moléculas de adesdo por leucécitos ou endotélio €
influenciada por inameros mediadores, entre eles LPS e citocinas, como IL-1 e TNF-
alfa, além dos produtos secretados por mastdcitos, principalmente histamina, a qual
esta associada a inducao do rolling (KUBES e GRANGER, 1996). Diversos estudos
tém apontado a diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias como uma das a¢des dos
antidepressivos (CASTANON, 2002; LEONARD, 2001; SCHIEPPERS et al, 2005).
Obuchowicz et al (2006) demonstraram que a amitriptilina foi capaz de reduzir a
producéo das citocinas pro-inflamatorias IL-1 e TNF-a em cultura de células gliais
de ratos. Por outro lado, outro estudo ja havia mostrado que a administracado de
amitriptilina por quatro semanas em camundongos da linhagem C57BL/6 estimulava
a atividade proliferativa de esplendcitos e aumentava a secre¢do de IL-10, uma
citocina com propriedades antiinflamatdrias e imunossupressoras (KUBERA et al,
2000). Além disso, diante do fato de ter a amitriptiina acdo inibitoria sobre a
liberacdo de histamina por mastécitos (THEOHARIDES et al, 1985), e lembrando-se
ser ela um antagonista de receptores H1, ndo se pode descartar o envolvimento
desta via na regulacdo do rolling de leucocitos. No entanto, Achar et al (2009)
sugeriram que o efeito anti-inflamatorio da amitriptiina no modelo murino da
obstrucdo ureteral unilateral independeria do antagonismo de receptores
histaminérgicos, o que nos refor¢a a idéia - agora formulada - do envolvimento das

citocinas nos efeitos observados.
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De fato, o presente trabalho observou que o tratamento com amitriptilina
produziu redugédo significante nas concentracdes de TNF-alfa e IL-1beta no soro de
ratos, corroborando os dados da literatura neste sentido. Tendo em vista a
importancia destas citocinas no processo inflamatério, este poderia ser um dos
importantes mecanismos influenciados pelos antidepressivos no sentido de
alterarem o comportamento dos leucoécitos durante um evento inflamatorio. Além
disso, o fato de a amitriptilina ter reduzido a concentracdo destas citocinas
contextualiza a presente discussdo de um ponto de vista neuroimunomodulatorio.
Isto porque as citocinas participam da comunicacdo ndo apenas entre células do
sistema imunolégico, como se pensava inicialmente, mas também de outras
localizadas nos sistemas nervoso e enddécrino. A principal producéo de citocinas se
faz por células do sistema imune periférico, e elas podem adentrar o cérebro através
de regibes onde a barreira hematoencefdlica estd ausente (ex: Orgaos
circunventriculares), menos restritiva (como na eminéncia mediana) ou em situacoes
onde ela esteja comprometida (ex. esclerose mdultipla). Existem, também, sistemas
transportadores para citocinas, além de liberacédo de citocinas pré-inflamatérias por
neurdnios e ceélulas da glia dentro do proprio SNC, como, por exemplo, no
hipotalamo, hipocampo, nucleos da base e outros, com a presenca de receptores
funcionalmente ativos para citocinas em neurbnios dessas regides (MULLER;
ACKENHEIL, 1998; KULMATYCKI; JAMALII, 2006; SZELENYI; VIZI, 2007). Esta se
tornando cada vez mais claro que os compartimentos centrais e periféricos atuam de
forma integrada, e também que a producado de citocinas passa pelo controle ténico
do sistema nervoso central e periférico, ja que as ceélulas imunes apresentam
receptores para diversos neurotransmissores, sendo que a ativagao destes modula a
producéo de citocinas (SZELENYI; VIZI, 2007).

Uma ativacdo do sistema de estresse e, consequentemente do sistema
nervoso simpatico, esta ligada a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, como a de
IL-6. Por sua vez, uma desregulacdo no balanco citocinérgico poderia induzir
sintomas depressivos, ja que parecem mediar a sindrome do comportamento
doentio em humanos e animais, caracterizada por alteracées no sono, apetite,

atividade, humor, energia e sociabilizacao.

Tendo em vista esta participagdo neuroimunomodulatoria das citocinas e a

influéncia regulatoria dos antidepressivos, faz-se necessaria neste momento uma
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reflexdo a respeito da relevancia dos resultados agora obtidos do ponto de vista

farmacologico e fisiopatoldgico.

Historicamente, a depressao foi proposta como decorrente da diminuicdo na
disponibilidade de monoaminas em 1965, com a Teoria Monoaminérgica da
depressao. Isto decorreu do fato, e foi reforcado posteriormente, pela constatacéo
de que antidepressivos aumentariam a disponibilidade destes neurotransmissores na
fenda sinaptica. Hoje, mais de 40 anos depois, esta teoria ndo é capaz de explicar,
dentre outras questbes, o porqué da laténcia de até um més para a acado
antidepressiva, e a taxa de refratariedade ao redor de 30% dos pacientes aos
antidepressivos (LANNI et al, 2009). Isto abriu margem para o surgimento de
diversas teorias, dentre elas a que implica a depressdo como um fenémeno

inflamatorio.
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Figura 21 - Interrelagcdes entre hipotese inflamatéria da depressao, IDO, NO,
receptores NMDA e o0 uso de antidepressivos (ATD). Adaptado de STONE;
DARLINGTON (2002) e MAES (2009)

De acordo com a Hipotese Inflamatéria da Depressdo, esquematizada na
figura 21, citocinas pro-inflamatdrias seriam responsaveis por ativar a enzima
indolamina-2,3-dioxigenase (IDO), reduzindo a disponibilidade de triptofano para a
sintese de serotonina e aumentando os compostos da via da quinurenina. Dentre
estes compostos, o0 &cido quinolinico, um agonista NMDA, com consequente
aumento da liberacdo de NO e dos efeitos deletérios a ele associados. A utilizagédo
de antidepressivos, por sua vez, levaria a uma diminuicdo das citocinas pro-
inflamatorias e da atividade da NOS, com consequente reducdo da disfuncdo do
eixo HHA, da neurodegeneracdo e de todos os aspectos inflamatorios e
neurodegenerativos da depressdo (STONE; DARLINGTON, 2002; MAES, 2009;
MULLER, 2010).
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Estabelece-se, neste contexto, a relevancia dos presentes achados
experimentais. Acreditamos, data venia, que nossos resultados, por mostrarem a
participacdo do NO e das citocinas no efeito anti-inflamatério dos antidepressivos,
contribua ndo apenas com o0s estudos que buscam uma melhor compreensédo da
farmacologia dos antidepressivos, mas, e de forma mais ampla, com aqueles que

investigam a fisiopatologia do préprio transtorno depressivo.
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7- CONCLUSOES

O presente trabalho fundamentou-se em oito objetivos especificos, cujas
conclusdes encontram-se abaixo descritas:
1- A avaliacdo dos efeitos anti-inflamatérios da amitriptilina mostrou que:

- este farmaco administrado em dose Unica ou durante 7,14 ou 28 dias produziu
reducéo significante do edema de pata induzido pela carragenina em ratos, no geral
até a quarta hora avaliada,

- quando a administracdo de amitriptilina ocorreu a cada tempo de meia-vida de
eliminagéo (2,5-3h), o efeito anti-inflamatorio permaneceu além da quarta hora de
avaliacao do volume da pata;

- 0 tratamento com amitriptilina durante 16 dias produziu uma reducao
significante na porcentagem de fagocitose por neutrdéfilos, avaliados por citometria
de fluxo;

- a aplicacao local de amitriptilina produziu injdria tecidual;

2- O efeito anti-inflamatério da amitriptiina ndo se deve, aparentemente, a
participacédo glicocorticoides, ja que nao houve reversédo do efeito anti-inflamatorio
da amitriptilina quando os animais foram pré-tratados com um antagonista de

receptores de glicocorticoides (RU-486);

3- O uso de um antagonista de receptores alfa-1-adrenérgicos (prazosina) produziu

uma potencializagéo do efeito anti-inflamatorio da amitriptilina;

4- A administracdo de amitriptilina juntamente a um inibidor inespecifico de sintese
de oxido nitrico (L-NAME) levou a uma potencializagdo no efeito anti-inflamatorio
avaliado pelo modelo do edema de pata; este efeito anti-inflamatorio nao foi

revertido pela administracdo de um precursor da sintese de NO;

5- Quando se avaliou o efeito do pré-tratamento com L-NAME sobre o efeito anti-
inflamatodrio da amitriptilina em um outro leito vascular, verificou-se uma reducao
significante na concentracdo de leucocitos e no numero total de leucocitos do
exsudato peritoneal induzido por carragenina, quando comparados aos animais

controle.
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6- O tratamento com amitriptilina induziu uma redugé&o significante no rolling, adeséo
e transmigracdo de leucécitos, em condi¢cédo inflamatoria induzida pela carragenina

intraperitoneal, avaliados por microscopia intravital;

7- Os tratamentos com amitriptilina e L-NAME, isoladamente ou em conjunto, n&o
produziram alteragfes significantes na expressao das moléculas de adesao ICAM-1,

PECAM-1, L-selectina e MAC-1 por leucdcitos do sangue periférico.

8- Os tratamentos com amitriptilina e L-NAME, isoladamente ou em conjunto,
reduziram de forma estatisticamente significante as concentracdes de IL-lbeta e

TNF-alfa no soro de ratos.

Podemos assim concluir que amitriptilina apresentou um efeito anti-
inflamatorio na maioria dos modelos avaliados. Os mecanismos parecem envolver a
participacdo dos receptores alfa-1-adrenérgicos, do Oxido nitrico - provavelmente
pela inibicdo da cNOS e iINOS, com consequente redugcdo na sintese de NO e das
acOes pro-inflamatérias a ele associadas — e a diminuicdo de citocinas de padréo

pré-inflamatério, particularmente, IL-1beta e TNF-alfa.

A importancia de se estudar o efeito anti-inflamatério da amitriptilina n&o
reside na possibilidade de um provavel novo uso para este antigo farmaco. A
relevancia deste achado centra-se na possibilidade de correlaciona-lo as novas
teorias que buscam entender a depressdao como um fenémeno inflamatério. Assim,
0s presentes achados experimentais somam-se a estas investigacfes e também

sugerem que seja este um provavel mecanismo para o0s transtornos depressivos.
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