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RESUMO

A inflamacdo é um processo de defesa do organismo em resposta a lesdes
teciduais com o objetivo de eliminar o agente agressor e promover o reparo tecidual.
E caracterizada pelo aparecimento dos sinais classicos como dor, calor, rubor e
edema, podendo ocorrer a perda da funcdo em consequéncia da ma resolucdo do
processo inflamatério. O uso de farmacos anti-inflamatorios para o controle da
inflamacéo é bastante utilizado, porém possuem muitos efeitos adversos, fazendo
necessaria a busca por novos farmacos com menos efeitos adversos e mais
eficazes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatoria e/ou
antinociceptiva do composto LQFM 147 utilizando testes agudos de nocicepcgéo e
inflamacé&o, visando caracterizar os mecanismos de acéo envolvidos em tais efeitos.
Para este estudo, foram utilizados camundongos machos, pesando entre 30 e 35 g.
O tratamento com LQFM 147 nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg v.o. reduziram o
namero de contorcbes abdominais de maneira dose dependente em 16,79; 32,97 e
46,04%, respectivamente. No teste da formalina, o tratamento com LQFM 147 na
dose de 50 mg/Kg v.o. reduziu o tempo de reatividade a dor somente na fase
inflamatoéria do teste em 43,38%. A atividade anti-inflamatoria foi confirmada, uma
vez que o tratamento com LQFM 147 na dose de 50 mg/Kg v.o. reduziu a formagao
do edema de pata induzido por carragenina em todas as horas deste teste, reduziu a
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares em 40,82% no teste de pleurisia. O
tratamento com LQFM 147 foi capaz de reduzir a atividade da enzima
mieloperoxidase em 31,54% e os niveis de TNF-a em 65,51%. Para obtencéo dos
resultados o grupo tratado com LQFM 147 foi comparado com o0 grupo controle
tratado com Veiculo 10 mL/kg v.o.. Os dados obtidos demonstram que LQFM 147
possui atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva envolvendo a redugcdo da

migracao de leucdcitos polimorfonucleares e redugéo dos niveis de TNF-a.

Palavras-Chave: Efeito anti-inflamatdrio, efeito antinociceptivo, LQFM 147, TNF-a.
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ABSTRACT

Inflammation is a body protection process in response to tissue damage in
order to eliminate the offending agent and promote tissue repair. It is characterized
by the appearance of the classic signs such as pain, heat, redness and edema,
which may occur due to loss as a result of poor resolution of the inflammatory
process. The use of anti-inflammatory drugs to control inflammation is widely used,
but have many side effects, making necessary the search for new drugs with fewer
side effects and more effective. The objective of this study was to evaluate the anti-
inflammatory activity and / or antinociceptive the LQFM 147 compound using acute
tests of nociception and inflammation, to characterize the mechanisms involved in
such effects. For this study, male mice were used, weighing between 30 and 35g.
Treatment with LQFM 147 at doses of 25, 50 and 100 mg / kg V.O. reduced the
number of writhes in a dose-dependent in 16.79; 32.97 and 46.04%, respectively. In
the formalin test, treatment with LQFM 147 at a dose of 50 mg / kg V.O. It reduced
the time of reactivity to pain testing only the inflammatory phase 43.38%. The anti-
inflammatory activity was confirmed, since the treatment with LQFM 147 at a dose of
50 mg / kg V.O. reduced formation of paw edema induced by carrageenan at all
hours of the test, reduced migration of polymorphonuclear leukocytes 40.82% in
pleurisy test. Treatment with LQFM 147 was able to reduce the activity of
myeloperoxidase in 31.54% and TNF-a levels of 65.51%. To obtain the results the
group treated with LQFM 147 was compared to the control group treated with vehicle
10 ml / kg v.o .. The data obtained demonstrate that LQFM 147 has anti-inflammatory
and antinociceptive activity involving the reduction of migration of polymorphonuclear

leukocytes and reduction in TNF-a levels.

Keywords: anti-inflammatory effect, antinociceptive, LQFM 147, TNF-a.
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1. Introdugéao

O organismo vivo em resposta a diferentes estimulos agressivos, que podem ser
fisico (queimadura, radiacdo, trauma), biolégico (micro-organismo, reacdes
imunoldgicas) ou quimico (substancia céustica), desenvolve um processo complexo
envolvendo varios mediadores e células. Este processo, chamado inflamacéo,
envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares, que incluem
extravasamento de fluidos, ativacdo enzimatica, migracdes celulares, liberacdo de
mediadores, sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise e reparo tecidual. A
inflamacgéo € caracterizada pelo aparecimento dos sinais classicos como dor, rubor,
calor, edema e até perda de funcdo da area afetada (1, 2).

Existem papiros egipcios descrevendo as caracteristicas da inflamacdo com
datas de 3000 aC, porém apenas no primeiro século dC que Cornelius Celsus, um
escritor romano, listou pela primeira vez, os quatros sinais classicos da inflamacéo:
Rubor (vermelhid&do), tumor (inchaco), calor e dor. No século 19, Rudolf Virchow, um
dos mais importantes lideres na medicina e na patologia, também conhecido pela
Triade de Virchow, adicionou a lista, o quinto sinal classico da inflamacao, a perda
da funcdo (functio laesa) que é devido a ndo resolucdo adequada do processo
inflamatorio (3, 4, 5).

A inflamacéo pode ser dividida de acordo com tempo de duragéo, em inflamacéo
aguda ou cronica. A inflamacédo aguda é vista como um processo inicial, benéfico e
auto limitado, caracterizada pelo acumulo extravascular de neutrofilos e formacao de
edema no inicio da resposta. Durante a resposta as células mononucleares como
macrofagos se acumulam e auxiliam a recuperacao tecidual do local agredido. A
inflamacdo quando persistente resulta em inflamacdo crbnica (6, 7), a qual é
proveniente de um desequilibrio entre os mecanismos pro-inflamatérios e anti-
inflamatoérios, podendo desencadear véarias doencas como: cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes, artrite, doenca de Alzheimer, doencas pulmonares e
doencas autoimunes. A inflamacéo cronica é caracterizada pela presenca de células
mononucleares como mondécitos, macrofagos e linfocitos (8, 9, 10).

A etapa inicial da inflamacdo é caracterizada pela liberacdo sequencial de
mediadores, incluindo histamina, bradicinina e serotonina ou 5-hidroxitriptamina
(5HT), resultando no influxo imediato de leucdcitos polimorfonucleares (PMN). Os

leucdcitos posteriormente sdo fagocitados por mondcitos-macrofagos, contribuindo



para a resolucdo do processo inflamatario (11). As aminas vasoativas, como
histamina e serotonina, por serem mediadores pré-formados armazenados nas
células, sdo os primeiros mediadores a serem liberados, principalmente através dos
mastécitos e mondcitos, promovendo vasodilatacdo local e aumento da
permeabilidade capilar. Estas alteragfes levam ao aparecimento de sinais classicos
rubor, calor e edema. Além disso, sdo ativados componentes do sistema de cininas,
do sistema complemento e do sistema de coagulacédo, sendo juntamente liberadas
citocinas e quimiocinas (12, 13, 14).

A migracéo de leucécitos dos vasos sanguineos para o endotélio é feita através
de uma cascata de eventos classicos de rolamento, quimiotaxia, adesdo firme e
diapedese, dependente de uma classe de moléculas da superficie celular conhecida
como moléculas de adeséo. As principais familias de moléculas de adeséao celular
incluem as selectinas, a superfamilia das imunoglobulinas e as integrinas. As trés
importantes  selectinas na adesdo célula-a-célula sdo: a L-selectina,
constitutivamente expressa em leucécitos; a P-selectina, pré-formada e armazenada
nas plaquetas ou em células endoteliais; e a E-selectina, que apresenta
exclusivamente em células endoteliais. A superfamilia de imunoglobulina inclui a
molécula de adesédo da célula intercelular-1 (ICAM-1) e a molécula de adesao celular
vascular-1 (VCAM-1). As integrinas sdo uma grande familia de proteinas que
medeiam a adesado, migracdo e ativacao celular. As moléculas de adesdo sao
expressas apos estimulacdo por citocinas, como interleucina-1 (IL-1) e fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) (Figura 1) (15, 16, 17, 18).
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Figura 1. Mecanismos de migracdo dos leucécitos para o sitio inflamatério. (A) detalhe e (B) visdo

geral das etapas da migracéo (18).

A histamina é um importante mediador da resposta inflamatéria aguda e das
reacOes alérgicas, sendo sintetizada e armazenada nos baséfilos e mastocitos. Sua
liberacdo, através destas células, ocorre quando os receptores para imunoglobulina
E (IgE) séo ativados ou pela acdo de componentes do complemento e citocinas. A
histamina exerce suas funcbes através de quatro receptores: H;, Hp, Hz e Hy. As
atividades pro-inflamatérias da histamina sdo mediadas pelo receptor H;, enquanto
gue o receptor H, media as atividades anti-inflamatdrias e imunossupressoras e o
receptor Hz regula a liberacéo de citocinas em macréfagos e mastocitos (19, 20). O
receptor H,, expresso amplamente na medula 6ssea e nos leucdcitos, regula a
liberacdo de neutrofilos da medula Ossea, além disso, Hs; e L- selectina em
sinergismo pode desencadear a migracdo de neutrofilos para o local inflamado (21).

O sistema complemento, formado por mais de trinta proteinas séricas e
celulares que, ao ser ativado, forma um complexo que estimula a lise de antigenos e
de células infectadas. Os componentes C3a, Cd4a e Cba sao anafilatoxinas que

promovem contracdo da musculatura lisa, alteragdes na permeabilidade vascular,



liberacdo de histamina por mastécitos, quimiotaxia de leucdcitos, ativacdo e
agregacéao plaquetéria e regulacédo da expressao de moléculas de adeséo (20, 22).

A ativacéo do sistema de cininas leva a formacao final de bradicinina que, por
sua vez, induz a vasodilatacdo, contracdo da musculatura lisa e também produz dor.
As acOes da bradicinina sdo curtas, pois sdo rapidamente degradadas pela
cininases que estao presentes no plasma e nos tecidos (23). Além da bradicinina e
da histamina, a vasodilatacdo € produzida por varios outros mediadores, incluindo o
oxido nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE,) e prostaciclinas (PGly), que séo
produzidos por meio da interacdo do agente agressor com o tecido. Ja& o aumento da
permeabilidade vascular, além da histamina e da bradicinina, ha também a
participacdo dos leucotrienos, fator de agregacao plaquetéaria (FAP) e substancia P
(24, 25, 26).

O 6xido nitrico (NO) é gerado pela enzima NOS, uma enzima que existe em
trés isoformas, a forma induzivel (iNOS), forma neuronal (hNOS) e a forma endotelial
(eNOS). A forma induzivel (INOS) esta envolvida nas reacdes inflamatdrias, €
expressa em macrofagos, neutroéfilos, células musculares lisas de vasos e células
endoteliais em resposta a estimulos patolégicos como microrganismos invasores e
também por citocinas e mediadores lipidicos liberados envolvidos nesse processo; e
as outras duas enzimas NOS neuronal (nNOS) e NOS endotelial (eNOS) sao
constitutivas (13, 27).

O NO gerado no endotélio ativa guanilil-ciclase que aumenta os niveis de
GMPc e assim promovendo a vasodilatacdo, além disso aumenta a permeabilidade
vascular e a producéo de prostaglandina, contribuindo para o processo inflamatério.
Em contrapartida o NO também possui efeito anti-inflamatério visto que inibe a
adesao e a agregacao plaguetaria e a adesao de neutroéfilos. Além disso, o NO pode
reagir com o anion superoxido (O2) e produzir o anion peroxinitrito (ONOQ") que é
responsavel pelo seu efeito toxico. (26, 27).

Quando os agentes agressores interagem com o tecido, sdo gerados 0s
metabdlitos do acido araquidénico (AA), através da acdo da enzima fosfolipase A,
(PLA,) sobre os fosfolipideos da membrana celular. Os eicosanoides fazem parte de
uma ampla familia de mediadores lipidicos derivados de &acidos graxos poli-
insaturados (AGPI) que contém em sua estrutura quimica 20 carbonos na cadeia

principal chamados de acidos eicosatetraenoicos (C20:4). A PLA, produz também a



lisogliceril-fosforilcolina, o precursor do fator de agregacdo plaquetaria (FAP), outro
mediador inflamatorio (23, 28, 29).

A metabolizacdo do AA pode ocorrer pela via da cicloxigenase (COX) que
leva a formacdo de prostaglandinas, prostaciclina e tromboxano e pela via da
lipoxigenase (LOX) que leva a producgdo de leucotrienos e lipoxinas (23, 24). Os
eicosanoides podem amplificar ou reduzir a inflamacéo, através da modulacédo da
producdo de citocinas, formacdo de anticorpos, apresentacdo de antigeno,
proliferacdo e migracdo celular além de controlar o processo de resolucdo da
inflamac&o e o processo de reparo tecidual (30).

As duas principais isoformas da COX sédo a COX-1 e a COX-2 sendo que a
primeira apresenta-se de forma constitutiva na maioria dos tecidos corpoéreos,
atuando em atividades fisiolégicas ou de manutencdo como, por exemplo, na
homeostasia vascular, funcéo plaguetaria e antitrombogénese; a segunda isoforma é
a COX-2 denominada como induzida pois é produzida em maior quantidade em
estados patolégicos como inflamacao e dor, embora se manifeste constitutivamente
em alguns tecidos. A COX- 2 é induzida pela interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-
2) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) além de outros mediadores presentes no
local de inflamag&do. Por outro lado, sua expressdo pode ser inibida por
glicocorticéides, IL-4, IL-10 e IL-14 (31). Alguns estudos sugerem a existéncia de
uma terceira isoforma, a COX-3, que pode ser produto do mesmo gene da COX-1,
porém com algumas caracteristicas proteicas diferentes, sendo expressa
principalmente no sistema nervoso central (32, 33).

Os prostanodides produzidos pela agdo da COX sdo constituidos por
prostaglandinas (PGs): PGD,, PGE,, PGF,, prostaciclina PGI, e tromboxano TXA;
(Figura 2) (14). Em reacOes catalisadas por COX-1, as PG produzidas exercem
funcBes como citoprotecdo epitelial gastrica e homeostasia, ja a COX-2, que €
induzida por estimulo inflamatério, hormoénios, fatores de crescimento e
lipopolissacarideos de bactérias; € a maior fonte de PG em doencas inflamatorias e
doencas proliferativas como o cancer, no entanto, ambas as enzimas contribuem

para a producdo de PG durante a inflamacao. (Figura 2) (34).
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Figura 2: Via ciclooxigenase e prostandides. Acido araquidénico, liberado através da acdo da
fosfolipase A, (PLA,) a partir de fosfolipidos de membrana, é convertido em PGG, e, em seguida,
para PGH, por acdo da ciclo-oxigenase (COX), e, em seguida, cada prostandide é produzido pela

acao de sua sintase especifica. Modificado de Kawahara et al., 2015. (14).

O acido araquidonico também pode ser metabolizado pela enzima
Lipoxigenase (LOX), podendo ser a 5-Lipoxigenase (5-LOX), 12-Lipoxigenase (12-
LOX) e 15-Lipoxigenase (15-LOX). Estas enzimas estdo presentes em 0Orgaos
(pulméo), células (plaquetas e leucdcitos) e principalmente no citosol. A principal
LOX é a 5-lipoxigenase (5-LOX), encontrada predominantemente nos neutrofilos, e
requer translocacdo até a membrana nuclear para a sua atividade, que é feita
através da proteina de ativacdo da 5-lipoxigenase (FLAP), resultando em um
complexo enzimatico ativo. O produto formado pela enzima ativa a partir do acido
araquidénico é o acido 5-hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE), um composto
quimiotético para leucdcitos que posteriormente € transformado em um componente
instavel e intermediario, o leucotrieno A; (LTA;), que através da conversao
enzimatica forma leucotrieno B4 (LTB,4) e os leucotrienos C4, D4 € E4 (35).

O LTB4 € um potente agente quimiotatico e ativador das respostas funcionais
dos neutrofilos, como agregacdo e aderéncia de leucdcitos ao endotélio venular,
geracdo de espécies reativas de oxigénio e liberacdo de enzimas lisossdmicas. Os
leucotrienos C,4, D4 € E4 causam vasoconstricdo intensa, broncoespasmo, aumento
da permeabilidade vascular e extravasamento vascular restrito as vénulas (35). As

lipoxinas (LXs): LXA; e LXB, também sdo formadas através da via da 15-LOX, as



quais sdao mediadores lipidicos que atuam limitando a quimiotaxia, adesédo e
transmigracdo de neutrofilos. Além disso, sdo potentes quimioatraentes de
monaocitos, promovendo a captacdo dos corpos apoptoticos de neutrofilos por
macrofagos, assim, mediando a resolucéo da resposta inflamatoria (36, 37, 38).

As citocinas sdo polipeptidios produzidos por diversos tipos de células no
local da lesdo como células do sistema imunoldgico (linfécitos e macréfagos),
células do endotélio, epitélio e tecido conjuntivo, bem como em resposta a uma
variedade de estimulos desencadeados por virus, parasitas, bactérias e seus
produtos ou em resposta a outras citocinas. Elas podem ser divididas em
interleucinas (IL), quimiocinas, interferons (INF), fatores do crescimento e fatores de
necrose tumoral (TNF) (26, 39, 40).

As interleucinas, IL-1pB, IL-6, IL-8 e o fator de necrose tumoral a (TNF- a) sédo
citocinas pré-inflamatérias que, ao serem liberadas, promovem efeitos locais como
expressdo de moléculas de adesdo e expressao de quimiocinas, facilitando a
migracdo de leucadcitos, e efeitos sistémicos, como a inducdo de proteinas de fase
aguda que podem causar febre. A interleucina-2 (IL-2) e o interferon-y (INF-y)
também sdo citocinas pré-inflamatorias que estdo relacionados com a ativacdo e
proliferacao celular (41, 42, 43).

A IL-1B, produzida principalmente por macréfagos e mondcitos, produz
inflamacéo sistémica através da inducdo da COX-2, desencadeia febre com a
formacdo de PGE; no hipotdlamo. Também induz a formacdo de moléculas de
adesdo endoteliais, substancia P e ativa a enzima NOS levando a formagédo de NO.
Um ponto chave na expresséo das citocinas pré-inflamatérias € a ativacao celular do
fator de transcricdo nuclear Kappa B (NF- kB) responsavel pela transcricdo de
diversos outros mediadores envolvidos no processo inflamatério. O estimulo
promovido por IL-1B e TNF-a induz ativacdo do fator de transcricdo, bem como um
up regulation da propria expressao dessas citocinas, pelo mesmo mecanismo (40,
44, 45).

A IL-6 é uma citocina produzida por mondcitos, células endoteliais e
fibroblastos, podendo ser estimulada pela presenca de microrganismos e de
diversas outras citocinas, tais como IL-1 e TNF-a. A presencga desta interleucina
induz a expressao da ICAM-1, além disso, promove ativacdo do complemento, induz
a producéo de citocinas pro-inflamatorias e também a quimiotaxia de neutrofilos. A

IL-6 contribui para a regeneracdo de lesdo neuronal através da regulacdo da



expressao de neuropeptidios e também possui efeitos anti-inflamatorios por inibir IL-
1 e TNF-a e por estimular a sintese de IL-lra que apresenta efeitos anti-
inflamatorios. A IL-8/CXCL8 pertence a subfamilia de quimiocinas CXC e exerce
predominantemente efeito quimioatraente para neutroéfilos (46, 47, 48).

As quimiocinas constituem a maior familia de citocinas, sdo capazes de
estimular o movimento leucocitario e a quimiotaxia, direcionando células de defesa
para o0 local da inflamacdo. Sao classificadas em grupos de polipeptideos
identificados pela localizacdo dos residuos de cisteina nas proximidades dos seus
terminais amino, podendo ser C, CC, CXC e CX3C, onde C representa cisteina e X
ou X3 representa um ou trés aminoacidos (49, 50, 51).

O TNF-a é produzido em grande quantidade principalmente por macréfagos
em resposta a estimulos inflamatoérios, sua interacdo com a célula alvo € mediada
por uma ligacdo de alta afinidade com seus respectivos receptores, TNF tipo 1
(TNFR1) e TNF tipo 2 (TNFR2). A ligacado de TNF-a com cada receptor desencadeia
respostas diferentes: quando ligado ao receptor TNFR1 que garante a migracao de
neutrofilos, choque induzido por endotoxinas e dor neuropatica apos lesdo do nervo
e quando ligado ao receptor TNFR2 medeia a apoptose e necrose celular (52).

Citocinas anti-inflamatoérias como IL-4, IL-10, IL-13, fator transformador de
crescimento (TGF)-B e o antagonista de receptor IL-1 (IL-1ra) sado liberadas, durante
0 processo inflamatorio, para modular eventos inflamatorios inibindo a producéo e a
acao de citocinas pro-inflamatorias ja acima citadas (40, 44).

Ha outros fatores que também medeiam a resolucdo do processo inflamatorio,
dentre eles, as resolvinas (RVs), protectinas (PDs) e maresinas. Elas interrompem a
infiltracdo de polimorfonucleares (PMN), reduzem a expressao de citocinas pro-
inflamatorias, atraem os mondcitos, induzem a apoptose dos PMNs ativados e o
efluxo dos macrofagos que fagocitaram os PMNs apoptoticos e facilitam a remocao
do exsudado do tecido inflamado e, consequentemente, promovendo a homeostase.
As resolvinas sdo compostos endogenos sintetizados a partir do é&cido
eicosapentaenoico (EPA) formando resolvinas de série E, e sintetizados a partir do
acido docosahexaendico (ADH) formando resolvinas de série D. As protectinas e
maresinas também sao formadas a partir do precursor de ADH (4, 53).

A producdo de mediadores desencadeada por uma lesdo tecidual, aléem de
promover o processo inflamatorio, podem também promover sensibilizacdo de

terminagcbes nervosas, liberagdo de neurotransmissores excitatorios como a
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substancia P, que ativam os mecanismos nociceptivos e assim promovendo a dor.
Mediadores como histamina, serotonina, eicosanoides, bradicinina, substancia P,
fatores de crescimento, o6xido nitrico (NO), citocinas, quimiocinas, podem ser
chamados de substancias algogénicas, pois elas sdo capazes de promover a dor.
(Figura 3) (54, 55, 56).
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Figura 3: Leséo tecidual e liberagdo de mediadores pré-formados que estimulam os neurbnios

nociceptores aferentes primarios. Modificado de Nestler et al., 2001 (54).

Dor é uma sensacdo desagradavel, entretanto muito importante posto que
alerta o individuo que sua integridade esta sendo ameacada ou que ocorre alguma
alteracdo no organismo. Entretanto, a dor pode ter consequéncias desagradaveis
como sofrimento, estresse, comprometimento nas relagdes sociais, profissionais ou
em outras areas importantes da vida do individuo. Por essas e outras razdes, a dor
deve ser rapida, controlada e se insistente, deve ser tratada (57, 58).

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor IASP (International
Associaton for the Study of Pain) definiu dor como sendo “uma experiéncia sensorial
e/ou emocional desagradavel, associada a dano tecidual real ou potencial’. Deste
modo, a dor abrange dois componentes: a nocicepc¢ao, proveniente da leséo tecidual
e que desencadeia a liberacdo de mediadores inflamatorios e ativacdo do sistema
nervoso periférico e central, além da percepcdo que esta relacionada aos aspectos
subjetivos a qual € modulada pela emocdo, motivagdo, condigdo psicoldgica e
historia de vida de cada individuo (52, 59).
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A dor pode ser classificada de acordo com alguns parametros como duragao,
localizacdo e intensidade. Sobre a duracdo, a dor pode ser transitoria, aguda ou
cronica. Do ponto de vista fisiologico a dor pode ser classificada em nociceptiva,
inflamatoria ou neuropatica (60).

A dor transitéria € gerada sem leséo tecidual pela ativagdo dos nociceptores,
com intuito de proteger o organismo contra lesdes fisicas futuras que possam ser
provocadas por estimulos do meio ambiente ou informar alteracbes no tecido
corporal que poderiam desencadear uma lesdo. A dor aguda é gerada por
estimulacdo dos nociceptores a partir de uma leséo tecidual e, quando persiste, por
um longo periodo de tempo e mesmo com a resolucdo da lesdo, a dor passa a ser
classificada como dor cronica (57, 61).

A dor nociceptiva esta relacionada a ativacdo dos receptores nociceptivos
devido a danos teciduais. Sua finalidade é alertar este organismo de que esta
sofrendo algum trauma, portanto, esse tipo de dor cessa juntamente com a cura da
lesdo. A dor neuropética é proveniente de lesdo ou doenca que afeta o sistema
somatossensorial, podendo ser subdividida em dor neuropatica periférica, quando
afeta o sistema nervoso periférico, ou dor neuropatica central quando afeta o
sistema nervoso central (62).

Devido a possivel ocorréncia de ambos os tipos de dor, e das dificuldades
diagnosticas, alguns autores recomendam usar o termo “dor predominantemente
neuropatica” ou “dor predominantemente nociceptiva”’, dependendo do padrao
clinico de apresentacao (63).

As causas mais comuns de dor neuropética periférica sdo:

. No nervo - Neuropatia diabética, neuralgia do trigémeo, sindrome da
dor regional complexa tipos | e Il (Antigamente conhecidas como
distrofia simpatico-reflexa (tipo 1) e causalgia (tipo 1)), neuropatia
induzida por infiltragdo tumoral, neuropatia por compressdo nervosa
cronica (p. ex. STC- sindrome do tunel do carpo).

. Na raiz dorsal - Neuralgia pos-herpética e avulsao traumatica de plexo
braquial.

E as causas mais comuns de dor neuropética central sdo:

. No cérebro- P6és — AVC (acidente vascular cerebral) e Esclerose
multipla.

. Na medula espinhal- Trauma medular e Isquemia medular (63).
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A dor inflamatéria € proveniente da interacdo, tanto da leséo tecidual quanto
dos mediadores liberados no processo inflamatério com o0s neurbnios sensoriais
nociceptivos. Alguns mediadores desse processo, apenas sensibilizam essas fibras
sensoriais, diminuindo seu limiar de ativacédo, e assim, facilitando sua ativacéao (56,
64).

Os nociceptores sédo terminagdes nervosas livres de neurdnios aferentes
primarios, que podem ser ativados por estimulos térmicos, mecéanicos e quimicos.
Os neurdnios aferentes primarios podem ser diferenciados de acordo com sua
estrutura, grau de mielinizacdo e velocidade de condugéao em trés grupos (fibras A,
Ad e C). As fibras AB sdo mielinizadas, com grande diametro, maior que 10 um e
com velocidade de conducdo rapida de 30-100 m/s, responsaveis por detectar
estimulos in6écuos, como toque leve, vibracdo ou movimento de pelos, no entanto,
durante um processo inflamatério, h4 uma reducdo do seu limiar de ativagdo e
consequentemente respondem a estimulos térmicos e mecanicos; as fibras
aferentes A, ativadas por estimulos térmicos e mecanicos de alta intensidade, sédo
pouco mielinizadas, didmetro intermediario, variando entre 2,0-6,0 um, velocidade de
transmissao intermediaria de 12-30 m/s, responsaveis pela fase aguda da dor, e as
fioras C, sdo polimodais, por serem sensibilizadas por estimulos térmicos,
mecanicos e quimicos, sdo fibras ndo mielinizadas de diametro pequeno de 0,4-1,2
pum, velocidade de conducéo lenta de 0,5-2,0 m/s, responsaveis pela dor de longa
duracéo e difusa. (Figura 4) (65, 66).
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Figura 4: Fibras aferentes primarias. Modificado de Parsadaniantz et al., 2015 (67).

Em condigdes normais, ou seja, sem leséo tecidual ou nervosa, somente as
fiboras C e Ad transmitem informacgBes exclusivamente nociceptivas, as fibras Ap
respondem somente ao toque, vibracdo, pressdo e outros tipos de estimulacao
sensorial que ndo sejam nociceptivos, como estimulos mecanicos de baixa
intensidade. Os neurdnios nociceptores quando sdo ativados, sofrem despolarizagao
e, consequentemente, desencadia potenciais de acdo que se propagam para 0S
neurénios no corno dorsal da medula espinal e, em seguida, para o cérebro. Os
nociceptores também podem ser sensibilizados, essa a¢do diminui seu limiar de
ativacdo, facilitando sua ativacao (65, 68, 69). Estes estimulos nociceptivos sao
reconhecidos por canais especificos que convertem o0s estimulos em impulsos
elétricos que séo transmitidos ao longo de toda fibra nociceptiva.

O Receptor de potencial transitorio (TRP) é um grupo de canais ibnicos de
uma classe formada por mais de 20 membros que sédo divididos em seis subclasses
de TRP’s: TRPC (classicos), TRPV (vaniloides), TRPM (melastatina), TRPP
(policistinas), TRPML (mucolipinas) e os TRPA (TRP relacionado a proteina

anquirina-1) (70, 71). Os canais de TRP respondem a alteracbes no ambiente
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celular, presséo e alteragdo no pH, estes canais também podem ser ativados por
estimulos como mudancas de temperatura, frio nocivo e calor nocivo, produtos
quimicos e acao mecanica (72, 73). O TRPV1 é ativado por multiplos estimulos
dolorosos, incluindo calor nocivo, acima de 43° C, produtos quimicos pungentes
como a capsaicina, um composto pungente das pimentas vermelhas e veneno de
medusa, diferentemente o TRPM8 é ativado por mentol e por frio. Os canais mais
estudados e conhecidos no processo doloroso sédo o TRPV1 ou receptor vaniloide-1
(VR1) e o TRPV2 ou receptor similar ao vaniloide-1 (VRL-1) para o calor e o TRPMS8
e TRPA1 para o frio (74, 75, 76).

Alteracdes no pH celular devido a condi¢gbes patologicas como inflamacéao,
isquemia, hematomas, fraturas e lesdes promovem nocicepg¢ao por ativar os canais
de ions sensiveis a acidos (ASICs). Estes canais S&0 expressos no sistema nervoso
periférico e central. Os canais ASIClb e ASIC3 sdo restritos aos neuronios
sensoriais periféricos e os canais ASICla e ASIC2 estdo presentes tanto nos
neurdnios sensoriais periféricos quanto nos neurdnios sensoriais centrais (77).

As fibras aferentes primarias chegam de maneira altamente organizada ao
corno dorsal da medula espinal, onde fazem sinapses com o0s neurbnios
secundarios. O corno dorsal da medula espinal é subdividido em laminas de | a X.
As laminas superficiais | e Il sdo os principais alvos dos neurbnios aferentes
primarios. A maioria dos neurbnios da lamina | respondem exclusivamente a
estimulos nociceptivos e a lamina Il € formada majoritariamente por interneurénios
excitatérios e inibitérios. As laminas de V a X sdo mais profundas. As fibras Ad
terminam nas laminas I, Il e V, as fibras C terminam principalmente nas laminas Il e
as fibras Ap terminam nas laminas Ill, IV e V (66, 68, 78).

ApOs uma agressao tecidual, essas fibras liberam varias substancias que
estdo relacionadas com a transmissao central e com a modulacdo da nocicepcéo,
dentre elas, a substancia P, adenosina-trifosfato (ATP), 6xido nitrico (NO), peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), glutamato (GLU) e aspartato (68).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio envolvido na
sinalizacdo da transmissédo nociceptiva no corno dorsal da medula espinal e na
formacao e manutencao da resposta nociceptiva. Estas agdes sao provenientes da
ativacdo de receptores de glutamato metabotrépicos (mGIUR) ou ionotropicos
(IGIuR). Os receptores ionotrépicos sdo N-metil-D-aspartato (NMDA), cainato e a-
amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propidnico (AMPA) (79, 80, 81).
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A substancia P (SP) é uma taquicinina encontrada em altas concentra¢cfes
nas terminagdes aferentes primarias, esta envolvida na transmisséo nociceptiva das
fibras aferentes do tipo C interagindo com receptores de neurocininas (NK1 e NK2)
das fibras aferentes secundarias (82). Sua interacdo com o receptor NMDA libera
mediadores que levard a hipersensibilidade dos nociceptores além de induzir a
producdo de prostandides. A substancia P atua como um mediador da primeira
sinapse da transmissdo dolorosa, desta maneira, controla o fluxo de informacdes
transmitidas pelos neurdnios primarios. E de grande importancia, pois pode reduzir o
limiar de excitabilidade da sinapse e aumentar a extensao da dor (83, 84). Enquanto
que o glutamato esta relacionado com a formacao de dor rapida, a substancia P esta
relacionada com a formacé&o de dor mais duradoura (79, 83).

O CGRP liberado na medula espinal atua sobre receptores CGRP1 e CGRP2,
0 qual, apds eventos intracelulares, permite a fosforilacdo de receptores AMPA, com
ISSo, aumenta a excitagdo neuronal, contribuindo com a formacéo da hiperalgesia.
Ele facilita a nocicepcdo por retardar o metabolismo da SP e, também, aumenta a
liberacdo de SP e de glutamato nas terminacdes centrais das fibras aferentes
primérias. Sua liberacdo apos estimulacdo sensorial promove vasodilatacdo, além
disso, estéd entre os principais mediadores da inflamacdo neurogénica e também é
importante na formacao de edema (40,85, 86).

Quando se refere a dor, varios disturbios podem estar relacionados como
neuroplasticidade, alodinia e hiperalgesia. A neuroplasticidade pode ocorrer
perifericamente, por reducéo do limiar de ativagcado dos nociceptores e centralmente,
pela responsividade aumentada da medula espinhal aos estimulos sensoriais. A
alodinia € um tipo de dor causada por estimulos que normalmente ndo provocam dor
e a hiperalgesia corresponde a uma resposta aumentada em funcdo de
sensibilizacdo priméria ou secundaria do local da leséo (87, 88).

A informacao nociceptiva passa dos neurdnios primarios para os secundarios,
ascendendo através de diferentes tratos nervosos especificos até o talamo, onde se
da a percepcao de que existe uma sensacao dolorosa. Além disso, essa informacéao
neural se projeta do talamo para areas sensoriais do cortex cerebral, onde as vérias
submodalidades, como qualidade, intensidade, localizacdo e o seu aspecto afetivo
emocional, sdo integrados na experiéncia da percepcéo (89, 90).

Os tratos nervosos pelos quais os neurbnios do corno dorsal ascendem

podem ser divididos em duas fungfes: a via sensorial/discriminativa e a via
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emocional/motivacional. Na primeira via citada, os neurbnios do corno dorsal
ascende pelo trato espinotalamico, e na sequéncia, 0os neurdnios talamicos fazem
projecéo até o cortex somatossensorial primario. Esta via de dor especifica transmite
a localizacdo mais precisa do estimulo nociceptivo e sua intensidade. Ja a segunda
via citada, outros neurbnios do corno dorsal fazem projecdo para os nucleos do
tronco cerebral e dai para regides limbicas, transmitindo o componente afetivo
evocado pelos estimulos nociceptivos. Vale ressaltar que, apenas quando os dois
aspectos de discriminacdo sensorial e emocional se juntam, € criada a percepcéao
subjetiva final da dor e, a partir dai, € que podemos usar o termo “dor” (91).

O trato espinotalamico é dividido em espinotalamico lateral ou via
neoespinotalamica e espinotalamico medial ou via paleoespinotalamica. A via
neoespinotalamica € uma via especifica direta rapida e fidedigna, pois € capaz de
discriminar a localizagdo, intensidade e duracdo da dor. Ja a via
paleoespinotalamica é uma via difusa, de conducdo lenta e que ndo € capaz de
discriminar especificamente o local de origem do estimulo (59, 92, 93).

Para o controle da dor, o organismo possui mecanismos intrinsecos que
envolvem a ativagéo de vias descendentes e a liberagdo de neurotransmissores que
ativam varias vias, como 0s sistemas: opibdide, serotoninérgico, noradrenérgico,
gabaérgico, canabindides e outros. Essas vias descendentes podem inibir a
liberacdo de neurdnios nociceptivos, atuando diretamente sobre eles, inibindo
interneurdnios excitatorios ou estimulando interneurdnios inibitorios. Sao originadas
em estruturas encefdlicas como o cértex cerebral, hipotalamo, amigdala, locus
coeruleus (LC) e substancia cinzenta periaguedutal (PAG) e fazem sinapse com
terminais de neurbnios aferentes primarios reduzindo a liberacdo de glutamato,
aspartato, CGRP e a substancia P. (Figura 5) (66, 68, 94, 95,96).
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Figura 5: Via descendente inibitoria. Regifes cerebrais como hipotalamo, amidala e cortex projetam
neurdnios para substancia cinzenta periaquedutal (PAG) onde outros neurbnios projetam para
medula rostroventroventral (RVM). Os neurdnios da RVM projetam para o corno dorsal da medula
espinal onde formam conexdes sinapticas com interneurénios e fibras nociceptoras, modulando a
transmissao do estimulo doloroso. A= Amidala; IC= Cértex insular; H= Hipotalamo. Modificado de
Rang & Dale, 2011 (26).
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2. Justificativa

Medicamentos para o controle do processo inflamatorio e da dor sdo comumente
utilizados, incluindo analgésicos opidides e néo-opibdides, anti-inflamatérios
esteroidais e ndo esteroidais (AINEs) e outras classes de farmacos como, por
exemplo, antidepressivos, anticonvulsivantes e anestésicos. Os AINEs sdo 0s mais
prescritos no mundo todo, apresentam propriedades analgésica, antitérmica, anti-
inflamatoria e antitrombotica. No entanto, como qualquer medicamento, requerem
cuidados na sua prescri¢ao e utilizagéo (97, 98, 99, 100).

O mecanismo de acdo dos AINEs se d& através da inibicdo da enzima COX e,
consequentemente, a inibicdo da formacédo de prostandides. Porém o uso destes
farmacos deve ser limitado por causa dos seus efeitos indesejaveis, principalmente
no trato gastrointestinal (97, 99).

Os AINEs que seletivamente inibem a COX-2 sem bloquear a COX-1, promovem
analgesia sem os efeitos colaterais atribuidos ao bloqueio da COX-1, em destaque a
toxicidade gastrointestinal, renal e a inibicdo da funcdo trombocitica (101). A
toxidade gastrointestinal € causada pela inibicdo da sintese de prostaglandinas. As
prostaglandinas, sintetizadas principalmente pela COX-1, possuem um efeito
citoprotetor da mucosa géstrica por aumentar a secre¢do de muco e bicarbonato,
além disso, reduzem a secrecéo de acido cloridrico. Portanto, a inibicdo desta tem
como resultado o aumento da secrecdo gastrica e a diminuicdo da producdo de
fatores protetores na barreira mucosa superficial, gerando o processo de ulceragao
(102, 103).

O uso de AINEs pode provocar bloqueio da agregacao plaquetaria por causa da
inibicdo da sintese de tromboxanos, levando a um maior risco de sangramento.
Farmacos com acao seletiva sobre a COX-2 apresentam maiores riscos de efeitos
adversos cardiovasculares, como a hipertenséo arterial, as arritmias cardiacas e a
trombose cerebral em decorréncia da inibicdo da PGl, (104, 105). A PGIl, promove
efeito antitrombatico, vasodilatacdo e reducdo da agregacdo plaquetaria, ao Inibir
essa enzima através do uso de farmacos inibidores seletivos da COX-2, pode afetar
o equilibrio entre alguns eicosanoides como TXA; e PGIl, e assim levando ao
aumento de eventos tromboticos e cardiovasculares (105).

O sulindaco é um AINE classificado quimicamente como acido carboxilico, da

classe dos arilalcanoicos. E metabolizado em sulfeto (reversivelmente) e em sulfona
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(irreversivelmente) (106, 107). As subunidades sulfona, bem como sulfonamida, se
encontram presentes em varios farmacos anti-inflamatérios, sendo denominada de
subunidade farmacoforico. Foi demonstrado, em estudos recentes que, o sulindaco
sulfona pode impedir a formacdo de tumores em modelos de carcinogénese quimica
em animais sem inibir a expressdo da enzima COX ou reduzir os niveis de
prostaglandina (108).

Apesar de relatos de sua toxicidade gastrointestinal e hepatica, o sulindaco é
utilizado como agente analgeésico e anti-inflamatério em tratamentos de sintomas de
artrite reumatoide, osteoartrite e também em tratamento de céncer de colon, no
pulmdo e de mama, pois o sulindaco pode levar a apoptose das células
cancerigenas (109, 110).

Como esses medicamentos causam muitos efeitos colaterais e nem sempre sao
tdo eficazes, faz se necessario a busca por novos agentes anti-inflamatoérios e/ou
analgésicos que sejam mais eficazes e promovam cada vez menos efeitos colaterais
(111).

Alguns AINE possuem mecanismos de acdo adicionais como a inibicdo da
quimiotaxia, diminuicdo na producdo de radicais livres e superoxido, bem como
interferéncia nos eventos intravasculares mediados pelo célcio (105).

Existem compostos que ainda ndo estdo disponiveis no mercado como farmacos,
mas, possuem atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria como o composto
pirazolico 5-(1-(3-fluorofenil)-1H-pirazol-4)-2H-tetrazol (LQFM-021) que, em estudos
anteriores demonstrou, em testes de nocicep¢ao e inflamagdo aguda, atividades
analgésica e anti-inflamatéria envolvendo em parte uma agédo opidide e também
mostrou uma acao antinociceptiva periférica envolvendo a via NO/GMPc/Karp (112,
113). Além disso, LQFM 021 indicou ser possivel inibidor de PDEs, principalmente a
PDE-3, também foi visto que possui uma acdo relaxante no musculo liso vascular
tanto na presenca quanto na auséncia do endotélio. O fluxo de K* e Ca®" através da
membrana celular e a absorcdo de Ca®" pelo reticulo sarcoplasmatico também s&o
importantes para o efeito relaxante deste composto (114).

Neste contexto, foi desenvolvido o composto LQFM 147, resultado da hibridacéo
do composto LQFM021 com metabdlito Sulindaco Sulfona, neste estudo avaliamos
uma possivel atividade anti-inflamatoria e/ou antinociceptiva e, buscamos a

elucidacdo do mecanismo de acdo deste composto a fim de contribuir para o
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desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes, com menos efeitos colaterais e

mais seguros.



Objetivos

22



23

3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos anti-inflamatério e/ou
antinociceptivo do composto LQFM 147, buscando caracterizar quais 0s

mecanismos de acao estariam envolvidos em tais efeitos.

3.2. Objetivos Especificos

. Investigar o efeito antinociceptivo do composto LQFM 147 por meio de
modelos de nocicepcdo agudo: contorcbes abdominais induzidas por acido aceético,
dor induzida pela formalina;

. Investigar a atividade anti-inflamatéria do composto LQFM 147 nos testes de
edema de pata induzido por carragenina e pleurisia induzida por carragenina.

. Avaliar o possivel mecanismo de acao anti-inflamatorio de LQFM 147 atraves
do doseamento da atividade da enzima mieloperoxidade e avaliacdo dos niveis de
TNF-a no exsudato pleural.
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4. Material e métodos

4.1. Planejamento do LQFM 147

O composto LQFM 147 foi sintetizado pelo grupo de pesquisadores do
Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM) na Faculdade de Farmacia
(FF) da Universidade Federal de Goias (UFG) coordenado pelo Prof. Dr. Ricado
Menegatti (Figura 6).
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Figura 6: Planejamento estrutural do composto LQFM 147 a partir do composto LQFM 021 e

metabdlito Sulindaco Sulfona.

4.2. Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos adultos com idade de dois
meses, pesando entre 30 a 35g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Goias (UFG) e mantidos no Laboratério de Farmacologia de Produtos
Naturais e Sintéticos em condi¢cdes controladas de temperatura (21+ 2°C),
iluminacéo (ciclo claro/escuro de 12 horas) com agua filtrada e racdo ad libitum. Os
experimentos foram executados de acordo com o protocolo aprovado pelo comité de

ética em pesquisa da UFG sob n° 17/13.
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4.3. Farmacos e reagentes:

Acido acético (Merck, EUA); Carragenina (Sigma Chemical, USA); Dimorf®-
Morfina (Cristalia-Ltda, Brasil); dexametasona (Prodome, Brasil); DMSO (Sigma
Chemical, USA); Formaldeido (Synth, Brasil); Indometacina (Sigma Chemical, USA);
Veiculo (DMSO 10%, p/v em agua destilada); solu¢céo salina (NaCl 0,9%); LQFM 147
sintetizado no laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal da Faculdade de

Farmacia — UFG, este composto foi dissolvido em DMSO 10% e salina.

4.4. Testes para avaliacdo da atividade antinocicep tiva e/ou anti-

inflamatoria do composto LQFM147

4.4.1. Teste de contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético (1,2%)

Neste teste empregamos a metodologia descrita por Hendershot & Forsarth 1959
e Koster et al. 1959 (115, 116). Foram utilizados grupos experimentais de
camundongos (n = 8) tratados por via oral (v.0.) com veiculo (10 mL/kg), LQFM 147
(25, 50 ou 100 mg/kg) ou indometacina (10 mg/kg). Uma hora apés os tratamentos,
injetou-se &cido acético a 1,2 % v/v (10 mL/kg, i.p) em todos animais. As contor¢des
abdominais seguidas de tor¢cbes do tronco e extensdo de pelo menos um dos
membros posteriores, provocadas pela irritacdo causada pelo acido acético na

cavidade abdominal, foram contadas durante o periodo de 30 minutos.

4.4.2. Teste da dor Induzida pela Formalina (3%)

Foram utilizados grupos experimentais de camundongos (n = 8) tratados pela via
oral com veiculo (10 mL/kg), LQFM 147 (50 mg/kg), indometacina (10 mg/kg) ou pela
via subcutanea com morfina (5 mg/kg). Apos 60 minutos dos tratamentos por via oral
(v.0.) ou 30 minutos apoés o tratamento pela via subcutanea (s.c.), foi injetado 20 pL
de formalina 3% v/v intraplantar na pata posterior direita dos animais. Apds a injecao
do agente flogistico, os animais foram observados individualmente durante 30
minutos, em uma caixa de acrilico com fundo especular para auxiliar a visdo e
cronometrado o tempo de lambida da pata lesionada. Este teste permite avaliar dois

tipos de dor, a de origem neurogénica (durante os primeiros 5 minutos), que ocorre



27

devido a estimulacao direta das termina¢6es nociceptivas, e a de origem inflamatoria
(no periodo de 15 a 30 minutos), produzida pela liberacdo de mediadores

inflamatorios (117).

4.4.3. Teste do edema de pata induzido por carragen ina (1%)

Este método segue a metodologia descrita por Passos et al. 2007 (118).
Inicialmente os grupos de camundongos (n=8) foram tratados por via oral com
veiculo (10 mL/kg), LQFM 147 (50 mg/kg) ou dexametasona (2 mg/kg). Uma hora
apos o tratamento, 0os animais receberam uma injecao intraplantar na pata posterior
direita contendo 50 pL de carragenina (1%) p/v. A pata posterior esquerda foi
utilizada como controle, e recebeu uma injecdo contendo o mesmo volume (50 uL)
de solucéo salina (NaCl 0,9 %). O edema foi avaliado nos intervalos de tempo de O,
1, 2, 3 e 4 horas, ap0s a injecdo da carragenina, utilizando um pletismémetro (7141,
Ugo Basile, Italia). A formacéao do edema foi avaliada pela diferenca de volume entre

as patas de cada animal.

4.4.4. Teste de pleurisia induzida por carragenina  (1%)

Os grupos de animais (n = 9) foram tratados pela via oral com veiculo (10 mL/kg),
LQFM 147 (50 mg/kg) ou dexametasona (2 mg/kg). Uma hora apdés o tratamento, 0s
animais receberam uma injecao intrapleural de 0,1 mL de carragenina a 1% plv,
para inducdo do processo inflamatério, pelo espago intercostal das costelas
inferiores da caixa toraxica (119). Quatro horas apos a aplicacdo do agente flogistico
0os animais foram submetidos a eutanasia, a cavidade toraxica foi aberta e um
pequeno corte foi feito no diafragma, logo abaixo do apéndice xiféide. Em seguida, a
cavidade pleural foi lavada com 1mL de solucdo de PBS (pH 7,6) heparinizado. Uma
aliquota foi usada para fazer a contagem de leucocitos totais em camera de
Neubauer e para confeccdo de esfregacos em laminas de vidro, 0os quais foram
corados pelo método May-Grinwald-Giemsa, e analisados em microscépio Optico
para contagem diferencial de leucécitos (mononucleares e polimorfonucleares) e
outra aliquota foi usada para avaliar a atividade da enzima mieloperoxidase e

quantificar os niveis de TNF- a.
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4.4.5. Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

Para a dosagem dos niveis de mieloperoxidase, foi utilizado o método de Saleh
et al. 1999 (120), com algumas alteracdes. 20 pL do lavado pleural retirado de cada
animal, conforme descrito anteriormente, foram transferidos para pocos de
microplacas. A reacéo foi iniciada com a adicdo de 180 pL de tampéo fosfato pH =
6,0 contendo 0,167 mg/mL de o-dianisidina 2HCI e 0.0005% H,0O, (121) e apés 15
minutos, interrompida com a adicdo de 10 pL de azida sédica a 1%. As amostras
foram centrifugadas durante 5 minutos a 1000 r.p.m, e 100 puL dos sobrenadantes
foram transferidos para 0s pogos de microplacas. As absorbancias foram
determinadas em leitor de ELISA no comprimento de onda 450 nm. Foi feito uma
curva-padrao com peroxidase (0,625 —100 mU/mL) para determinar a concentracao

de mieloperoxidase presente nas amostras.

4.4.6. Quantificacdo dos niveis de TNF- a.

Para determinar a concentracdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-q)
também foi utilizada uma aliquota retirada no Teste de pleurisia induzida por
carragenina. O lavado pleural recolhido foi depositado em tubos Eppendorf® imersos
em gelo. Parte do liquido recolhido da cavidade pleural foi centrifugado a 3000 rpm,
durante cinco minutos a 4°C. A concentracdo de TNF—a no exsudato pleural foi
determinada através de método imunoenzimatico (kit de ELISA da eBioscience), de
acordo com o protocolo do fabricante.

4. 5. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como médias = erro padrdao das médias. As
diferencas entre dois grupos foram detectadas pelo teste t de Student e entre trés ou
mais grupos pela analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de
Student-newman-Keuls ou ANOVA de duas vias seguida do pos-teste Bonferroni. As
diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (122). A analise

estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0®
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5. Resultados
5.1. Efeito antinociceptivo e/ou anti-inflamatério de LQFM 147 nos testes:
5.1.1. Contorgbes abdominais induzidas por acido ac  ético (1,2%).

Os tratamentos com LQFM 147 (25, 50 e 100 mg/kg v.0.), reduziram
significativamente o niumero de contor¢gées abdominais: do valor controle (veiculo 10
mL/kg v.0.) de 99,75 = 3,9 para 83 +5,7; 66,86 = 4,8; 53,83 =+ 5,9, respectivamente.
A Indometacina (10 mg/kg v.0.) usada como controle positivo reduziu para 57,88 +
5,0 (Figura 7).
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Figura 7 : Efeito de LQFM 147 (25, 50 e 100 mg/kg), no modelo de contor¢cBes abdominais induzidas
por acido acético 1,2% v/v. A indometacina (10 mg/kg, v.0.) foi usada como controle positivo. As
colunas e barras verticais representam média + E.P.M. (n = 8) em comparagdo ao grupo controle
(veiculo 10 mL/kg, v.0.). *p < 0,05 e *** p < 0,001 indicam o nivel de significancia das diferencas

quando comparado com ao grupo controle utilizado.

5.1.2. Dor Induzida pela Formalina (3%).

Na primeira fase (0-5 minutos) do teste de dor induzida pela formalina, os
tratamentos com LQFM 147 (50 mg/kg v.0.) ou Indometacina (10 mg/kg v.0.) ndo
reduziram significativamente o tempo de reatividade a dor, a reducao foi: do valor
controle (veiculo 10 mL/kg v.0.) de 51,3 + 2,65s para 48 + 5,25s; 56,6 + 3,45s,
respectivamente. J4 o tratamento com a morfina (5 mg/kg s.c.) reduziu
significativamente o tempo de reatividade a dor para 5,37 + 2,85s. Na segunda fase
(15-30 minutos), o tratamento com LQFM 147, Indometacina (10 mg/kg v. 0.) ou
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Morfina (5 mg/kg s.c.) reduziram significativamente o tempo de reatividade a dor: do
valor controle (veiculo 10 mL/kg v.0.) de 223,6 + 13,525s para 126,6 + 13,175s;
79,25 +12,715s; 2 £ 1,75s respectivamente (Figura 8).
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Figura 8: Efeito de LQFM 147 no teste da dor induzida pela formalina, primeira fase (0-5 min) e
segunda fase (15-30 min). As colunas e barras verticais representam as médias + E.P.M, do tempo
de reatividade a dor dos animais (n=8) expresso em segundos. Indometacina (10 mg/kg, v.0.) e
morfina (5 mg/kg, s.c.) foram utilizadas como controles positivos. *** = p < 0,001 indica o nivel de

significancia das diferencas entre os grupos tratados e o controle (Veiculo 10 mL/kg, v.0.).

5.1.3. Edema de pata induzido por carragenina (1%).

No edema de pata induzido por carragenina, os tratamentos com LQFM 147 (50
mg/kg v.0.) ou dexametasona (2 mg/kg v.0.) reduziram significativamente a
formacdo do edema em todas as horas, comparando com o grupo controle (Veiculo
10 mL/kg v.0.). As reducdes da primeira hora: do valor controle (Veiculo 10 mL/kg
v.0.) de 137,78 £ 3,6 yL para 112,5 £ 9,21 uL; 98 + 4,42 pL, respectivamente. Na
segunda hora: do valor controle (Veiculo 10 mL/kg v.0.) de 136,25 + 6,5 pL para 103
+ 3,67 uL; 81 + 5,26 plL, respectivamente. Na terceira hora: do valor controle
(Veiculo 10 mL/kg v.0.) de 119,09 + 3,68 pL para 89 * 5,67 uL; 73,75 + 3,75 pL,
respectivamente, e na quarta hora: do valor controle (Veiculo 10 mL/kg v.0.) de
114,44 + 1,76 yL para 91 £ 5,26 pL; 68 + 4,9 uL, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Efeito de LQFM 147 (50 mg/kg) no edema de pata induzido por carragenina(1%) p/v. Cada
linha representa média + E.P.M. das diferencas de volume (uL) entre as patas em diferentes tempos
apos a aplicacdo da carragenina na pata direita e salina na esquerda (n = 8). A Dexametasona (2
mg/kg, v.o.) foi utilizada como controle positivo. *** = p < 0,001, indicam o nivel de significaAncia das

diferencas entre os grupos tratados e o grupo controle (Veiculo 10 mL/kg v.0.).

5.1.4. Pleurisia induzida por carragenina (1%).

Na pleurisia induzida por carragenina, os tratamentos prévios com LQFM 147 (50
mg/kg v.0.) ou dexametasona (2 mg/kg v.0.) reduziram significativamente o niumero
de leucécitos totais x10°/mL migrados para a cavidade pleural: do valor controle
(Veiculo 10 mL/kg v.0.) de 6,029 + 0,46 para 3,494 * 0,33; 2,375 * 0,15,
respectivamente, (FIGURA 10). Na contagem diferencial de leucécitos, os mesmos
tratamentos, reduziram o nimero de leucdcitos polimorfonucleares do valor controle
(Veiculo 10 mL/kg v.0.) de 3,170 + 0,29 para 1,876 + 0,24; 0,9826 + 0,12,
respectivamente e ndo reduziram o nimero de leucécitos mononucleares, sendo do
valor controle (Veiculo 10 mL/kg v.0.) de 2,004 + 0,268; 2,120 = 0,264; 1,499 *
0,097, respectivamente (Figura 11).
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Figura 10: Efeito de LQFM 147 (50 mg/kg v.0.) na migracdo leucocitaria avaliada no método de
pleurisia induzida por carragenina em camundongos. As colunas e barras representam as médias +
E.P.M. (n = 9), do nimero de leucdcitos totais migrados x10° mL. A dexametasona (2 mg/kg v.0.) foi
utilizada como controle positivo. *** p < 0,001 indica o nivel de significancia das diferencas entre os

grupos tratados e o grupo controle Veiculo (10 mL/kg v.0.).
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Figura 11: Efeito de LQFM 147 (50 mg/kg v.0.) na contagem diferencial de leucdcitos
Polimorfonucleares e mononucleares. As colunas e barras representam as médias + E.P.M. (n = 8),
do namero de leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares migrados x 10° mL. A dexametasona
(2 mg/kg v.0.) foi utilizada como controle positivo. *** p < 0,001 indica o nivel de significancia das

diferencas entre os grupos tratados e o grupo controle Veiculo (10 mL/kg v.0.).

5.1.5. Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

Na avaliacdo da atividade da enzima MPO no exsudato pleural, os tratamentos
com LQFM 147 (50 mg/kg v.0.) ou Dexametasona (2 mg/kg v.0.) reduziram
significativamente a atividade da enzima MPO mU/mL: do valor controle (Veiculo 10
mL/kg v.0.) de 194,4 + 20,95 mU/mL para 136,5 + 5,66; 117,9 + 13,48 mU/mL,

respectivamente (Figura 12).
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Figura 12: Efeito de LQFM 147 (50 mg/kg v.0.) na atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)
avaliada no método de pleurisia induzida por carragenina em camundongos. As colunas e barras
representam as médias + E.P.M.. A dexametasona (2 mg/kg v.0.) foi utilizada como controle positivo.
** p < 0,01 indica o nivel de significancia das diferencas entre os grupos tratados e o grupo controle
Veiculo (10 mL/kg v.0.).

5.1.6. Quantificacdo dos niveis de TNF- a.

O tratamento com LQFM 147 (50 mg/kg v.0.) foi capaz de reduzir
significativamente os niveis de TNF-a (pg/mL) no exsudato pleural do valor controle
(Veiculo 10 mL/kg v.0.) de 62,28 + 5,63 para 21,48 £+ 3,62. O controle positivo
dexametasona (2 mg/kg v.0.) reduziu os niveis de TNF-a para 14,02 + 0,39 (Figura
13).
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Figura 13: Efeito de LQFM 147 (50 mg/kg v.0.) na dosagem de TNF-a em exsudato pleural de
camundongos com pleurisia induzida por carragenina. As colunas e barras verticais representam as
médias =+ E.P.M., da concentracdo de TNF-a no exsudato pleural dos animais. Dexametasona (2
mg/kg v.0.) foi utilizada como controle positivo. *** p < 0,001 indica o nivel de significancia das

diferencas quando comparado com o grupo controle Veiculo (10 mL/kg v.0.).
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6. Discussédo

A inflamacdo e a dor sdo respostas vitais de protecdo do organismo contra
diferentes estimulos agressivos. Porém, quando persistentes passam a ser
prejudiciais ao organismo. Dessa forma, a inflamacdo e a dor devem ser
controladas, seja com mecanismos intrinsecos ou com medicamentos com acao
anti-inflamatoéria e/ou analgésica. Na perspectiva de desenvolvimento de um novo
protétipo de farmaco foi avaliada a atividade antinociceptiva e/ou anti-inflamatéria do
composto LQFM 147 em modelos agudos de nocicepcdo e de inflamacdo em
camundongos.

O primeiro teste empregado foi o teste de contor¢cbes abdominais induzidas por
acido acético. Considerado um teste pouco especifico, porém, de alta sensibilidade
a farmacos antinociceptivos de diferentes classes terapéuticas, € uma excelente
ferramenta de triagem para avaliacdo da atividade analgésica de novos prototipos
anti-inflamatoérios (123, 124). O acido acético injetado por via intraperitoneal induz a
liberacdo de mediadores enddgenos como histamina, serotonina, bradicinina,
citocinas e prostaglandinas, que estimulam os neurdnios nociceptivos e dessa forma
promovem as contor¢des abdominais (124, 125). Podemos destacar a liberacdo de
TNF-a e IL-1B que além dos mediadores classicos também séo liberados visto que o
tratamento com anticorpos contra esses mediadores inibem as contor¢des
abdominais (52).

Os animais previamente tratado com LQFM 147 (25, 50 e 100 mg/kg v.0.),
tiveram uma reducdo no numero de contor¢des induzidas pelo &cido acético em
16,79; 32,97 e 46,04%, respectivamente. Como os intervalos de doses utilizados no
composto demonstraram um efeito dose-dependente, foi selecionada a dose
intermediaria para dar continuidade aos demais testes.

O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, apesar de ter alta
sensibilidade a farmacos com atividade analgésica, pode sofrer influéncia de
farmacos com outras propriedades como depressores do sistema nervoso central,
relaxantes musculares, anti-histaminicos, entre outros (116,126). Portanto, devido a
baixa especificidade, faz-se necesséria a utilizacdo de outros métodos para
comprovar a atividade antinociceptiva detectada para descartar falsos positivos e

distinguir o tipo de dor que esta sendo reduzida.
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Dessa forma, foi utilizado o teste de dor induzida pela formalina. Este teste
possui duas fases distintas que permitem avaliar dois tipos de dor: a primeira fase
ocorre nos primeiros 5 minutos apos a aplicacao da formalina e corresponde a dor
neurogénica. Ela acontece devido a estimulacdo quimica direta dos nociceptores
pela formalina, além da participacdo de mediadores como serotonina, substancia P,
cininas, histamina e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). A
segunda fase ocorre entre 15-30 minutos apd6s a aplicacdo da formalina e
corresponde a dor inflamatoéria que esta relacionada com o envolvimento de varios
mediadores  pro-inflamatérios como  histamina, bradicinina, serotonina,
prostaglandinas, taquicininas e glutamato, responsaveis pela estimulacdo de
nociceptores (117, 118, 127).

O tratamento dos animais com o composto LQFM 147 reduziu o tempo de
reatividade a dor somente na segunda fase em 43,38%. O resultado obtido neste
teste sugere que este composto possui agdo antinociceptiva dependente de seu
efeito anti-inflamatoério, visto que ha uma reducao significativa apenas na segunda
fase do teste. Farmacos que atuam no sistema nervoso central como opibides
reduzem o tempo de reatividade a dor semelhantemente em ambas as fases, mas,
farmacos de acao periférica como indometacina e dexametasona reduzem somente
a segunda fase (128).

Para confirmar a atividade anti-inflamatdria observada na segunda fase do teste
da formalina, foi realizado o teste de edema de pata induzido por carragenina. O
desenvolvimento de edema de pata em camundongos apos a inje¢do de carragenina
€ caracterizada pelo aparecimento de exsudato inflamatério e o envolvimento de
multiplos mediadores inflamatérios. Imediatamente apos a aplicacdo de carragenina
sdo observados os sinais classicos da inflamacdo como edema, hiperalgesia e
vermelhiddo. As primeiras duas horas apés a aplicacdo da formalina é
principalmente proveniente da liberacdo de agentes proé-inflamatérios, incluindo a
histamina, serotonina e bradicinina, ja nas horas seguintes podem estar relacionado
com a liberacdo de prostaglandinas (129, 130).

A inflamacéo induzida por carragenina neste teste € amplamente utilizada para
avaliar novos compostos com atividade anti-inflamatoéria. A carragenina é um
polissacarideo extraido de algas, que induz resposta inflamatdria local mensuravel.

A formacdo do edema é proveniente de uma leve vasoconstricdo, seguida de
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dilatagdo, aumento do fluxo local e da permeabilidade vascular, que resulta no
extravasamento do conteudo proteico do plasma para o intersticio (131, 132).

Os dados obtidos demonstraram que o tratamento com o composto LQFM 147
foi capaz de reduzir o edema em todas as horas apos a aplicacéo da carragenina. A
reducdo foi de 18,35% na primeira hora, 24,40% na segunda hora, 25,27% na
terceira hora e 20,48% na quarta hora, mostrando assim, que este composto possue
atividade anti-edematogénica semelhante ao controle positivo dexametasona, € um
efeito anti-inflamatério que ratifica a acdo antinociceptiva encontrada na segunda
fase do teste da formalina.

Outro teste realizado para confirmar o efeito anti-inflamatério do composto foi o
teste de pleurisia induzida por carragenina que avalia a migracao de leucocitos para
o local da inflamacé&o. A carragenina é um polissacarideo, como ja mencionado, que
provoca inflamacg&o aguda envolvendo a liberacdo sequencial de varios mediadores
pro-inflamatoérios, em especial histamina, serotonina, cininas, prostaglandinas e
tromboxanos (133, 134).

O teste de pleurisia induzida por carragenina é caracterizado pelo acumulo de
exsudato na cavidade pleural, bem como o influxo rapido de células
polimorfonucleares, seguido de infiltragdo de células mononucleares. Este teste
permite a quantificacdo de leucécitos que migram para a cavidade pleural que se da
pela acdo de agentes quimiotacticos, principalmente os leucotrienos e as
interleucinas, além disso, é sensivel a acdo de farmacos anti-inflamatorios (120, 134,
135).

O processo de migracdo leucocitaria € constituido por eventos como
marginalizacdo, rolamento de leucécitos, aderéncia e o processo de transmigracao
para o local lesionado. Farmacos com atividade anti-inflamatéria podem reduzir a
migracao leucocitéria através da inibicdo da sintese e/ou liberacdo de mediadores
quimiotéaticos ou do bloqueio de alguma fase da migracao leucocitaria. As citocinas
pro-inflamatérias TNF-a, IL- 1B, IL-6 e IL-8 sdo atuantes na migracao célular por
promover quimiotaxia dos leucocitos e expressdo de moléculas de adesao (136,
137).

O tratamento prévio dos animais com o composto LQFM 147 reduziu o numero
de leucdcitos totais migrados para a cavidade pleural em 42%. Quando avaliado a
contagem diferencial de leucdcitos o tratamento com o composto LQFM 147 reduziu

significativamente o numero de leucécitos polimorfonucleares em 40,69% e nado
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reduziu o nimero de leucoécitos mononucleares, mostrando também nesse modelo,
sua propriedade anti-inflamatdria e confirmando os efeitos observados na segunda
fase da formalina e no teste de edema de pata induzido por carragenina.

Dentre os leucdcitos polimorfonucleares os neutrofilos sdo as células mais
abundandes no sangue e estdo entre as primeiras a migrarem para o foco
inflamatorio, onde ocorre degranulagdo liberando no meio extracelular, mediadores
importantes para sua acao bactericida como a mieloperoxidase. Esta enzima é
capaz de reagir com peroxido de hidrogénio (H.O,) e gerar espécies reativas de
oxigénio (radicais livres) toxicas para o microrganismo, desempenhando um papel
importante na resposta imune inata, para a defesa do organismo contra bactérias,
parasitas, virus e outros agentes (9, 138, 139).

No entanto, outros derivados da MPO como o acido hipocloroso (HCIO),
desencadeiam danos oxidativos em proteinas, acidos nucleicos, lipidios e outros,
danificando o tecido do hospedeiro. O &cido hipocloroso (HCIO) pode induzir
alteracbes das células endoteliais e afetar a funcdo endotelial, diminuindo a
aderéncia de proteinas da matriz extacelular de células endoteliais. A MPO quando
se liga as integrinas CD11b/CD18 nos PMNSs, induzem uma cascata de reacdes
intracelulares que levam a um aumento na degranulagcdo de PMNs e na expressao
de CD11b de maneira autdcrina, levando a um aumento na liberacdo de MPO (140,
141, 142).

Esta enzima € comumente usada como um marcador de infiltracdo de
granuldcitos, sua inibicdo é indicativo de atividade anti-inflamatoria. Além disso, sua
quantificacdo nos permite inferir indiretamente a quantidade de neutréfilos presentes
num tecido inflamado (9, 138, 143). Neste sentido, foi avaliada a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) com intuito de investigar o mecanismo de acdo envolvido no
efeito anti-inflamatério de LQFM 147.

O tratamento com o composto LQFM 147 reduziu a atividade da enzima MPO no
exsudato pleural em 31,54%, confirmando o resultado obtido na contagem total e
diferencial de leucadcitos.

Os macrofagos sao células muito importantes na resposta imune e na
fisiopatologia ou patofisiologia da inflamagcdo, promovendo fagocitose de
microorganismos bem como a liberacdo de mediadores como TNF-a, IL-13. Estes
mediadores podem ativar células endoteliais produzindo selectinas, que iniciam o

processo de adesédo dos leucdcitos ao endotélio (40, 144).



40

O TNF-a é um dos mais importantes mediadores pré-inflamatérios da classe das
citocinas que contribui para o desenvolvimento da dor inflamatdria por intermédio de
outras citocinas e a partir da sensibilizacdo de nociceptores, estimula a expresséo
do gene da 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) em certos tipos de células, também
induz a quimiotaxia de neutrdéfilos e linfocitos T e a expressdo de moléculas de
adesdo, mediando a migracao de neutrdfilos para tecidos inflamado (4, 145, 146).

Uma forma de elucidar o mecanismo de acdo de determinados farmacos
capazes de atenuar os sinais inflamatérios € o doseamento de citocinas e enzimas
envolvidas no processo inflamatério (147, 148). Neste contexto, além da avaliacdo
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi feito a quantificagdo dos niveis de
TNF-a no exsudato pleural.

O tratamento com LQFM 147 foi capaz de reduzir os niveis de TNF-a no
exsudato pleural em 65,51%, confirmando a atividade anti-inflamatéria observados
nos modelos anteriores. A reducdo dos niveis de TNF-a pode ser responsavel pela
reducdo na migracdo celular e reducdo do edema, visto que o TNF-a induz a
guimiotaxia de leucocitos e expressdo de moléculas de adeséo facilitando o influxo
de células para o tecido. Essa reducdo também pode influenciar na reducao da dor
vista anteriormente, pois TNF-a contribui para a hiperalgesia com a sensibilizac&o
das fibras nociceptoras (148).

Os resultados encontrados nos testes realizados com o composto LQFM 147
neste trabalho confirmam a atividade anti-inflamatoria, bem como uma acao

antinociceptiva dependente deste efeito.
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7. Conclusao

Com base nos resultados obtidos com o composto LQFM 147 neste estudo,

conclui-se que:

« O composto LQFM 147 possui atividade antinociceptiva, pois foi capaz de
reduzir o nimero de contor¢cbes abdominais induzida por acido acético e
reduzir o tempo de reatividade a dor na segunda fase do teste da dor induzida
pela formalina (fase inflamatdria), sugerindo que este efeito antinociceptivo
depende de um efeito anti-inflamatorio.

* A atividade anti-inflamatdéria do composto LQFM 147, observada na 2° fase do
teste de dor induzida pela formalina (dor inflamatéria) foi confirmada nos
testes de edema de pata induzida por carragenina e pleurisia induzida por
carragenina.

* O efeito anti-inflamatério e antinociceptivo do composto LQFM 147 envolve a
reducdo da migracdo de leucécitos polimorfonucleares, confirmada pela
reducdo da atividade da enzima mieloperoxidase, bem como a reducéo nos

niveis de TNF-a.

Em resumo:
* O composto LQFM 147, possui efeito anti-inflamatério e antinociceptivo que
envolve a reducdo da migracao de leucécitos polimorfonucleares e dos niveis
de TNF-a.
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