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Resumo

hatdrios disponiveis no mercado, nao esterdidais e
esterdidais, apesar de muito utilizados e eficazes ainda estao longe de serem os
medicamentos ideais por possuirem vdrios efeitos adversos (ex. disturbios
gastrointestinais, renais etc.). No presente trabalho duas novas moléculas sintetizadas
pelo Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal-UFG, LQFM-002 e LQFM-015,
foram avaliadas quanto a suas atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva. Estudos
anteriores mostraram a atividade de LQFM-002 e LQFM-015 na inibicdo da atividade
da enzima PLA2 in vitro. LQFM-015 foi sintetizada a partir do metabdlito 4-
nerolidilcatecol, que também inibe a enzima fosfolipase A, (PLA;). No presente estudo
o tratamento com LQFM-015 (100, 200 e 400 umol/kg, v.o.) reduziu as contorgdes
abdominais, ndo alterou os parametros observados no campo aberto, ndo demonstrou
acdo relaxante e/ou perda de coordenagdo motora no teste de rota rod e ndo
apresentou agao depressora no sistema nervoso central no teste de sono barbiturico.
A agdo antinociceptiva foi confirmada na segunda fase (dor inflamatdria) do teste de
dor induzida pela formalina, visto que, as trés doses (100, 200 e 400 pmol/kg, v.o.)
utilizadas reduziram o tempo de reatividade a dor. O tratamento com LQFM-015 (100,
200 e 400 pumol/kg, v.o0.) também reduziu o edema no modelo de edema de pata em
camundongos. Esta acdo anti-inflamatdria foi confirmada com a reducdo da migracao
celular (em 26 %) e da atividade da enzima mieloperoxidase (em 56 %) com LQFM-015
(155 umol/kg, v.0.) no modelo de pleurisia em camundongos. LQFM-002 é um
derivado pirazélico que em estudos anteriores foi capaz de reduzir a atividade da PLA2
in vitro, reduzir a migragao celular e a concentragao de azul de Evans em exsudato
pleural. Neste trabalho avaliou-se a atividade anti-inflamatéria e/ou antinociceptiva
de LQFM-002 in vivo. No modelo de dor induzido por acido acético, o tratamento com
LQFM-002 (200 umol/kg, v.o) foi capaz de reduzir o nimero de contor¢des abdominais
e o tempo de reatividade a dor no teste de dor induzido pela formalina na primeira e
na segunda fase. Os tratamentos com LQFM-002 (400 e 800 umol/kg, v.o.)
aumentaram o tempo de laténcia a dor na placa quente, e mostraram alteragdes nos
parametros do campo aberto sugestivo de uma acdo ansiolitica. No teste de sono
induzido por pentobarbital, o tratamento com LQFM-002 800 pmol/kg, v.o
potencializou o tempo de sono induzido por pentobarbital, aumentou a movimentacao
do animal no campo aberto e no rota Rota-rod nao houve alteragbes sugestivas de
acdo relaxante muscular e/ ou perda de coordenagdo motora. O tratamento com
LQFM-002 foi capaz de reduzir a concentragdo de TNF-a em aproximadamente 25 %,
guando comparado ao grupo tratado com veiculo. A acdo anti-inflamatéria desta
molécula pode ser devida a reducao de TNF-a. Em conclusdo, LQFM-015 apresentou
uma agao anti-inflamatoria que pode estar relacionada com a redugdo da atividade da
mieloperoxidase e LQFM-002 teve uma agao anti-inflamatdria possivelmente devido a
redugao dos niveis de TNF-a e atividade analgésica que envolve mecanismos centrais.
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The anti-inflammatory drugs available in the market, anti-inflammatory non steroidal
and steroidal, are widely used, are effective but are still far from being ideal drugs
because they have several side effects (eg. gastrointestinal, renal, etc.). In this paper,
two new molecules synthesized by the Laboratory of Medicinal Chemistry
Pharmaceutical-UFG LQFM-015 and LQFM-002, are evaluated for their ability anti-
inflammatory and antinociceptive. Previous studies have shown inhibitory activity on
phospholipase A, of LQFM-015 and LQFM-002. LQFM-015 was synthesized from the
metabolite 4-nerolidylcathecol, which also inhibits the enzyme phospholipase A2
(PLA2). In this study, treatment with LQFM-015 (100, 200 and 400 umol/kg, p.o.)
reduced the writhings numbers, but without alters the parameters of open field, rota-
rod and in the barbituric-induced sleep test. The antinociceptive action was confirmed
in the second phase (inflammatory pain) on formalin-induced pain test, whereas the
three doses (100, 200 and 400 pumol/kg, p.o.) reduced the time used for reactivity to
pain. Treatment with LQFM-015 (100, 200 and 400 umol/kg, p.o) also reduced edema
in rat paw edema model in mice. This anti-inflammatory activity was confirmed by the
decreased the cell migration (26%) and the activity of the enzyme myeloperoxidase
(56%) with LQFM-015 (155 umol/kg, p.o.) in the pleurisy model in mice. LQFM-002 is a
derivative of pyrazole that in previous studies was capable of reducing PLA2 activity in
vitro, reducing cell migration and the concentration of Evans blue in pleural exudate. In
this study we evaluated the anti-inflammatory and/or the antinociceptive activity
LQFM-002 in vivo. In the model of pain induced by acetic acid treatment (LQFM-002
200 pmol/kg, p.o.) reduced the number of writhing and pain reactivity in the test of
pain induced by formalin in the first and second phase. Treatments with LQFM-002
(400 and 800 pumol/kg, p.o.) increased the pain latency in hot plate, also showed
changes in the parameters of open field suggestive of an anxiolytic action. In the
barbituric-induced sleep LQFM-002 800 pumol/kg, p.o., increased the sleep time is in
agreement with an anxiolytic action seen in the open field, but without alters the
parameters rota-rod test. Treatment with LQFM-002 reduced the concentration of
TNF-a by approximately 25% when compared with vehicle group. The anti-
inflammatory action of this molecule may be due to reduction of TNF-a. In conclusion
LQFM-015 showed anti-inflammatory action that may be related to the reduction of
myeloperoxidase activity and LQFM-002 had an anti-inflammatory action possibly due
decreased in the levels of TNF-a and analgesic activity involving central mechanisms.
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FIGURA 1: EFEITO DE LQFM-015 (100, 200 E 400 uMOL/KG, V.0 NO NUMERO DE CONTORCOES
ABDOMINAIS DE CAMUNDONGOS, INDUZIDAS POR ACIDO ACETICO (0,6 %, V/V) ACUMULADAS EM
30 MINUTOS. A INDOMETACINA (28 uMOL/KG, Vv.0.). AS COLUNAS E BARRAS VERTICAIS
REPRESENTAM MEDIA + E.P.M. (N = 10 ) EM VALORES PERCENTUAIS RELATIVO AO GRUPO
CONTROLE (VEicuLo 10 ML/KG, v.0.). ¥*P < 0,05 AND *** p < 0,001 INDICAM O NiVEL DE
SIGNIFICANCIA DAS DIFERENGCAS QUANDO COMPARADO COM AO GRUPO CONTROLE UTILIZADO. .. 30

FIGURA 2: EFEITO DE LQFM-015 (100, 200 E 400 pMOL/KG, V.0.) NO MODELO DE DOR INDUZIDA POR
FORMALINA, A) PRIMEIRA FASE (0-5 MIN) E B) SEGUNDA FASE (15-30 MIN). As COLUNAS E
BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM AS MEDIAS = ERRO PADRAO DAS MEDIAS, DO TEMPO DE
REATIVIDADE A DOR DOS ANIMAIS (N=7) EXPRESSO EM SEGUNDOS. INDOMETACINA (28 uMOL/KG,
V.0.) E MORFINA (35 uMOL/KG, S.C.) FORAM UTILIZADAS COMO CONTROLES POSITIVOS. * = p <
0,05, ** =p<0,01 € *** = p<0,001. INDICAM O N{VEL DE SIGNIFICANCIA DAS DIFERENCAS
ENTRE OS GRUPOS TRATADOS E O CONTROLE. ..evuuevurernrerirernsetnrereenseneenseneensennsennsennsenns 33

FIGURA 3: EFEITO DE LQFM-015 (100, 200 E 400 uMOL/KG, V.0.) E INDOMETACINA (28 uMOL/KG,
V.0.) NO EDEMA DE PATA EM CAMUNDONGOS INDUZIDO POR CARRAGENINA. CADA BARRA
REPRESENTA MEDIA * E.P.M., (N = 9) DAS DIFERENCAS DE VOLUME ENTRE AS PATAS DE CADA
ANIMAL EM VALORES PERCENTUAIS. * P < 0,05, ** p< 0,01 E *** p< 0,001, INDICAM O NIVEL
DE SIGNIFICANCIA DAS DIFERENGAS ENTRE OS GRUPOS TRATADOS E O GRUPO CONTROLE............ 34

FIGURA 4: EFeITo DE LQFM-015 (155 uMOL/KG, V.0.) E DEXAMETASONA (5,1 uMOL/KG, V.0.) NA
MIGRACAO LEUCOCITARIA AVALIADA NO METODO DE PLEURISIA INDUZIDO POR CARRAGENINA EM
CAMUNDONGOS. AS COLUNAS E BARRAS REPRESENTAM AS MEDIAS + E.P.M., (N = 8), DO NUMERO
DE LEUCOCITOS TOTAIS MIGRADOS/ML. * P < 0,05 AND *** p < 0,001 INDICAM O NiVEL DE
SIGNIFICANCIA DAS DIFERENCAS ENTRE OS GRUPOS TRATADOS E O GRUPO CONTROLE. ............... 35

FIGURA 5: EFEITO DE LQFM-015 (155 uMOL/KG, V.0.) E INDOMETACINA (28 uMOL/KG, V.0.) NA
ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPQO) AVALIADA NO METODO DE PLEURISIA INDUZIDA
POR CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS. AS COLUNAS E BARRAS REPRESENTAM AS MEDIAS +
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FIGURA 1: EFEITO DE LQFM-002 200 puMOL/KG, V.0 NO NUMERO DE CONTORGCOES ABDOMINAIS DE

CAMUNDONGOS, INDUZIDAS POR ACIDO ACETICO (0,6 %, V/V) ACUMULADAS EM 30 MINUTOS. A
INDOMETACINA (28 uMOL/KG, V.0.). AS COLUNAS E BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM MEDIA *
E.P.M. (N =9 ) EM VALORES PERCENTUAIS RELATIVO AO GRUPO CONTROLE (VEicuLo 10 ML/KG,
v.0.). ¥*P < 0,05 AND *** p < 0,001 INDICAM O NIVEL DE SIGNIFICANCIA DAS DIFERENCAS
QUANDO COMPARADO COM AO GRUPO CONTROLE UTILIZADO. ....ceevvvruuneeeeeeeeeerrnnnaeeeaeeennnns 49

FIGURA 2: EFEITO DE LQFM-002 (200 uMOL/KG, V.0.) NA DOSAGEM DE TNF-A EM EXSUDATO

PLEURAL DE CAMUNDONGOS COM PLEURISIA INDUZIDA POR CARRAGENINA. CADA BARRA
REPRESENTA MEDIA = E.P.M., N = 8. DIFERENCAS ESTATISTICAS ENTRE O GRUPO TRATADO E O
GRUPO CONTROLE (VEICULO) FORAM AVALIADAS POR TESTE DE TUKEY. ...cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 49

FIGURA 3: EFEITO DE LQFM-002 (200 uMOL/KG, V.0.) NO MODELO DE DOR INDUZIDA POR

FORMALINA, A) PRIMEIRA FASE (0-5 MIN) E B) SEGUNDA FASE (15-30 MIN). As COLUNAS E
BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM AS MEDIAS + ERRO PADRAO DAS MEDIAS, DO TEMPO DE
REATIVIDADE A DOR DOS ANIMAIS (N=7) EXPRESSO EM SEGUNDOS. INDOMETACINA (28 uMOL/KG,
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5-HT — hidroxitriptamina (serotonina)

5-HT; - receptor serotoninergico 1

5-HT;a - receptor serotoninergico 1A

5-HT; - receptor serotoninergico 2

5-HT,a - receptor serotoninergico 2A

5-HT;3 - receptor serotoninergico 3

5-HT,4 - receptor serotoninergico 4

5-HTs - receptor serotoninergico 5

5-HTg - receptor serotoninergico 6

5-LO - lipoxigenase 5

AA - Acido Araquidénico

Ad PLA, - fosfolipase tecido adiposo-especifica
AGPI - acido graxo poliinsaturado

AINEs — Anti-inflamatdrio ndo-esteroidais

cPLA, Ca*? - Fosfolipase citosdlica célcio dependente
cPLA, - Fosfolipase A, citosélica

DP - receptor de prostaglandina D,

EP - receptor de prostaglandina E;

PAF - fator de agregacao plaquetaria

FP- receptor de prostaglandina F,

G-CSF - Fator estimulador de coldnias granulocitarias
GM-CSF - Fator estimulador de col6nias macrocitarias
H; - receptor de histamina 1

H, - receptor de histamina 2

Hs - receptor de histamina 3

H, - receptor de histamina 4
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IL-1 B - Interleucina 1 beta

IL-10 - Interleucina-10

IL-11 - Interleucina-11

IL-6 — Interleucina 6

IL-8 — Interleucina 8

IP - receptor de prostaglandina |,

iPLA; — fosfolipase A, independente de calcio
liso-PAF - lisogliceril-fosforilcolina

LOX — Lipoxigenase

LPLA; - fosfolipase A, lisossomal

LPS — lipopolisacarideos

LQFM — Laboratoério de Quimica Farmacéutica Medicinal
LTB, - leucotrieno B4

MCP-1 - proteina quimiotatica de mondcitos 1
MIP-1a - proteina inflamatéria de macréfagos 1 alfa
MPO - mieloperoxidase

MRNA — RNA mensageiro

NK-1R - receptores de membrana neurocinina-1
NO - 6xido nitrico

NOS - dxido nitrico sintetase

NRM - o nucleo de Raphe-Magnus

PCR - proteina C reativa

PGD,- prostaglandina D,

PGE; - prostaglandina E;

PGF; - prostaglandina F,

PGG; - prostaglandina G,

PGH,; - prostaglandina H,

PGl - prostaciclina
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em mecanismos adaptativos para responder a

estimulos agressivos de diferentes origens tais como: fisico (queimadura, radiacao,
trauma), biolégico (microorganismo, reacdes imunoldgicas) ou quimico (substancia
caustica), buscando manter o equilibrio homeostatico. Nos vertebrados, esta resposta
inclui uma série de alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e imunoldgicas coletivamente
denominadas inflamacdo (Voltarelli, 1994). Este processo envolve uma complexa
cascata de eventos bioquimicos e celulares que incluem: extravasamento de fluidos,
ativacdo enzimatica, migracdo celular, liberacdo de mediadores, sensibilizacdo e
ativacdo de receptores, além de lise e reparo tecidual (Carvalho, 1980). Os mediadores
inflamatdrios uma vez liberados promovem de forma sinérgica uma alteracdo no
mecanismo de transducdo periférica do estimulo nociceptivo, aumentando assim
também a sensacao dolorosa. A resposta inflamatéria ocorre de maneira a avisar ao
individuo que algo contrdrio a homeostase do organismo esta ocorrendo, mas se esse
processo inflamatdrio persistir pode ocorrer a perda de funcdo do 6rgdo (Silva e Mota,
2003).

Os anti-inflamatorios ndo esterdidais (AINEs) estdo entre os medicamentos
mais utilizados no mundo por possuirem eficacia na reducdo da dor e inflamacao,
(Laine, 2001). Um estudo realizado em Pelotas (RS) por Bertoldi, et al em 2004,
mostrou que o grupo de medicamentos mais utilizado naquela comunidade foi o dos
analgésicos e anti-inflamatdrios (26,6%).

No entanto apesar da eficadcia dos anti-inflamatdrios ndo esterdidais sdo
descritos diversos efeitos colaterais como o0s problemas gastrointestinais,
nefrotoxicidade e agranulocitose fatal (Gambaro e Perazella, 2003; Laine et al, 2006;
Insel, 1991).

Assim, busca-se cada vez mais medicamentos anti-inflamatdérios com menos
efeitos colaterais, seja por sintese baseada em moléculas de farmacos ja existemtes no
mercado ou entdo por moléculas presentes em diferentes fontes naturais tais como
plantas.

O presente estudo busca avaliar a acdo anti-inflamatdria e/ou antinociceptiva

de duas moléculas sintetizadas no Laboratdrio de Quimica Farmacéutica Medicinal da

1
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ue em estudos anteriores mostraram seu efeito

2009).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inflamagao

A inflamagdo é conhecida ha mais de 2.000 anos sendo descrita por Aulus
Cornelius Celsus: “Notae vero inflammationis sunt quattuor: rubor et tumor cum calore
et dolore” (figura 1). Galeno acrescentou nestes quatro sinais a “laesa function”, perda
de funcao (Silva e Mota, 2003).

As inflamagdes podem ser classificadas temporalmente em agudas (de 1 a 2
semanas) e crbnicas (meses ou anos), mas apresentam manifestagdes comuns no
inicio, ao longo e no final do processo. Durante o processo agudo, assim como no
processo cronico da resposta inflamatdria, uma variedade de fatores esta envolvida no
recrutamento de leucdcitos, através do aumento da expressdao de moléculas de adesao
celular e de fatores quimiotdticos. Muitos destes fatores regulam a ativacdo das
células residentes (tais como fibroblastos, células endoteliais, macréfagos teciduais e
mastocitos) e também das células inflamatérias recém recrutadas (mondcitos,
linfécitos, neutréfilos e eosindfilos) importantes para a resposta local, além de alguns
destes mediadores induzirem uma resposta sistémica do processo inflamatdrio (febre,
hipotensdo, sintese de proteinas da fase aguda, leucocitose e caquexia) (Feghali e
Wright, 1997).

Mediadores inflamatdrios responsaveis pelos sinais da inflamacdo sao
substancias biologicamente ativas que em concentracdes muito baixas, desencadeiam
respostas caracteristicas em tecidos e drgdos e quanto a natureza quimica podem ser

dividas em: aminas, proteinas, lipideos ou peptideos (Silva e Mota, 2003).
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Figura 1: Mediadores lipidicos na inflamagdo aguda. Em resposta a ferimentos ou infeccdo, a reacdo inflamatdria aguda iniciado por neutrofilos convocados
ao sitio para fagocitar e destruir os micrébios invasores. Neste processo, mediadores pré-inflamatérios derivados de neutrdfilos, como leucotrienos e
prostaglandinas e a liberacdo nao intencional de enzimas hidroliticas e reativas de oxigénio e radicais livres podem aumentar este processo e conduzir a

inflamagdo cronica. Modificado de Sehran, 2009.
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Unlimited Pages b encontrados nos mastocitos, nos basoéfilos e nas

estdo entre os primeiros mediadores quimicos

placjuetas do sangue, (Francischetti, 2010). A histamina é sintetizada por
descarboxilacdo do aminodacido L-histidina pela enzima histidina descarboxilase. E
armazenada nas granulacdes metacromaticas dos mastdcitos e dos basdfilos e liberada
guando essas células sdo ativadas (Silva e Mota, 2003). Na pele a histamina provoca
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (eritema e edema) e estimula as
terminacOes nervosas sensoriais (prurido), até o momento quatro subtipos de
receptores de histamina tém sido descritas (H;, H,, H3 e Hy) todos eles pertencem a
superfamilia de receptores acoplados a proteina G (Camelo-nunes, 2006).

A histamina através do receptor H; produz muitos sintomas e sinais das
doengas alérgicas na pele, no nariz e nas vias aéreas inferiores. Os receptores H,
podem ser encontrados em células nervosas, células endoteliais, nas vias aéreas
inferiores e tem diferentes fungdes quando ativados como producdo de muco,
aumento da secrecdo de &cido gdstrico, aumento da permeabilidade vascular e
diminuigdo da quimiotaxia de eosindfilos. Os receptores histaminicos Hs sado
encontrados no sistema nervoso central e periférico como receptores pré-sindpticos e
controlam a liberagdo de histamina e outros neurotransmissores. Os basofilos e
mastdcitos expressam mRNA do receptor de histamina Hs. Quando os receptores Hy
sdo ativados, estes promovem o acumulo de células inflamatdrias (particularmente
eosindfilos) para sitios da inflamacdo. Os receptores Hs; e H; possuem uma alta
homologia tanto que algumas substancias que se ligam a receptores Hs; podem
tambem se ligar a Hs. Atualmente o receptor Hy tém se tornado excelente alvo para

novos farmacos (Akdis e Simons, 2006).

A 5-hidroxitriptamina é comumente chamada de serotonina podendo ser
produzido no corpo por vdrios tipos de células, tais como células enterocromafins
intestinal, mastdcitos e plaquetas ativadas. No sistema imune, a serotonina ativa
mondcitos humanos e impede a sua apoptose (Soga et al, 2007) modula a produgdo de
citocinas e quimiocinas em mondcitos (Durk et al, 2005). O grande numero de

receptores serotoninérgicos (5-HT;, 5-HT,, 5-HTs, 5-HT4, 5-HTs, 5-HT¢ e outros)
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hmente eficaz, prevé a quase ilimitada capacidade

o processo inflamatdrio e com a dor através da ligacdo com os seus receptores (5-HTs,
5-HT1a e 5-HT,4) que além de exercer uma acdo direta podem também desencadear a
liberacdo de outros mediadores inflamatérios (Cutrer et al., 1999; Bayer et al., 2007;
Wilcox et al, 1991; Abbott et al., 1996; Sufka et al., 2002). Em 1989, Giordano e
Rogers mostraram através do teste de formalina e de um antagonista de 5-HTs, o
envolvimento dos locais periféricos deste receptor na dor inflamatdria, sugerindo a
utilidade dos antagonistas seletivos dos receptores 5-HT3; como analgésicos periféricos.
O uso de Anti-inflamatérios nao esteroidais é capaz de reduzir a sintese de 5-HT,
aumentando as evidéncias de que o sistema serotoninérgico pode ser modulado ou
modular a acdo dos AINEs (Miranda et al, 2003).

O processo inflamatdrio é dindmico e complexo e dele participam iniumeros
mediadores inflamatérios, onde alguns sdo produzidos dentro da chamada cascata do
acido araquidonico (Figura 2). O 4cido araquidonico (AA) ou acido eicosatetraendico,
um dacido graxo essencial insaturado formado com 20 atomos de carbono e quatro
duplas ligacbes, comecou a ser estudado em 1930. O AA é considerado fonte de
importantes mediadores lipidicos e pode ser liberado por estimulos inespecificos que
ativem as enzimas fosfolipases A, (PLA;) e C (Silva e Mota, 2003; Hang e Dale, 2004). E
dado o nome de eicosandides aos mediadores inflamatérios derivados do AA e os
principais sdo as prostaglandinas, os tromboxanos e os leucotrienos (Hang e Dale,

2004) que podem ser observados na figura 2.
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Figura 2: A produgdo enddgena de mediadores lipidicos utilizando acido graxo 6mega-6, ou
seja, acido araquidonico, que é clivada por fosfolipase A, (PLA,) e torna-se o substrato para
ciclooxigenases (COX-1 e -2) e Lipooxygenases (5-LO, 12-LO, e 15-LO) para formar potentes
mediadores proé-inflamatdrios. Assim, a producdo ativa de mediadores lipidios enddgenos

ajudar na resolucdo da inflamacgao. Adaptado de Mittal, 2010.

As enzimas da familia das fosfolipases A, estdao envolvidas em varios processos
fisiopatoldgicos como a inflamacdo, além disso, na manutencdo da funcdo celular
normal, pelo fornecimento de acido araquidonico (AA). PLA, através da hidrdlise das
ligacBes sn-2 de fosfolipideos liberam o AA e também os lisogliceril-fosforilcolina (liso-
PAF) da membrana celular que contém glicero-fosfolipideos (Silva e Mota, 2003; Hang
e Dale, 2004). A quebra das ligacBes sn-2 de fosfolipideos pode ser convertido em uma
série de moléculas sinalizadoras, denominados eicosandides. O liso-PAF um precursor
do fator de agregacdo plaquetdria (PAF) é sintetizado pela acdo da PLA, quando os
produtos dos lisofosfolipideos contém um radical colina e um grupo acil ligado a
posicdo sn-1. Eicosandides e PAF sdo mediadores chave na inflamacdo (Smith et al.,

2000). Como prostaglandinas, leucotrienos e PAF podem ser derivados da acdo de
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ere simultaneamente na sinalizagdo por essas trés

lacionada a diversas respostas celulares, como

traﬁsdugéo de sinais, mecanismo de defesa, coagulacdo sanguinea, digestdo e
remodelamento de membrana (Murakami et al., 1998).

Até o momento, 12 grupos de PLA;s (grupo | ou Gl até grupo Xll ou GXIl) sdo
conhecidos e classificados principalmente em duas categorias: PLA,s intracelulares, e
PLA, secretadas (sPLA,s) (Six e Dennis, 2000; Kudo e Murakami, 2002). Dentre os
diferentes tipos de PLA, podemos citar: PLA, extracelular dependente de Ca*? (sPLA,);
PLA, citosdlica dependente de Ca*? (cPLA,); PLA, independente de célcio (iPLA;); PLA,
PAF-acetil-hidrolase (PLA, PAF-AH), PLA, lisossomal (LPLA;) e PLA, tecido adiposo-
especifica (Ad PLA;) (Dennis, 1994; Ackermann et al., 1994; Schaloske e Denis, 2006;
Abe e Shayman, 1998; Duncan et al., 2008).

A fosfolipase A, secretada pode ser encontrada em veneno de abelhas, de
cobras e no suco pancreatico de mamiferos (Dennis, 1994). A expressdo de alguns
subtipos de PLA, secretada aumenta em vdrias doencas inflamatdrias sugerindo que
esta enzima esteja envolvida nos mecanismos de defesa do hospedeiro (Dennis, 1994).
A fosfolipase independente de cdlcio do grupo GVIB parece estar envolvida no
aumento de AA e formacdo de eicosandides (Mancuso et al., 2000; Murakami et al.,
2005). As fosfolipases encontradas em mamiferos geralmente ndo apresentam riscos
de toxicidade nao estando associadas a efeitos potencialmente toxicos, ja as sPLA, de
peconhas de serpentes, além do possivel papel na digestdo da vitima, exibem grande
variedade de efeitos farmacoldgicos sendo entdo muito estudadas e até mesmo
utilizadas para reproduzir modelos de dor e inflamacdo em laboratérios (Gutiérrez e
Lomonte, 1995; Kini, 2003).

O 4cido araquidonico através da atuagdo da enzima prostaglandina G/H sintase
citosodlica (ciclooxigenase) da origem a prostaglandinas intermedidrias (PGG, e PGH,).
A enzima prostaglandina G/H sintase, apresenta dois sitios cataliticos: o sitio
ciclooxigenase e o sitio peroxidase. O sitio ciclooxigenase converte o AA em PGG,, que
por sua vez é reduzida ao intermediario instavel, PGH, pelo sitio peroxidase (Brooks et
al., 1999). A PGH, é convertida pelas isomerases tissulares especificas em multiplos

prostandides (Dubois et al., 1998). As PGG e PGH apresentam pouca atividade e

7
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et dl., 2004). A funcdo das prostaglandinas vai variar conforme o tipo de tecido onde a
enzima ciclooxigenase estiver atuando (figura 3).

As ciclooxigenases sdo enzimas que formam prostaglandinas pela introducdo de
oxigénio na molécula do acido araquidonico. Portanto, ciclooxigenases catalisam a
conversdo do acido araquidbnico em prostaglandina, que é um endoperdxido ciclico
(PGG,), através de uma série de reacdes nas quais o O, é inserido ao AGPI (acido graxo
polinsaturado), seguindo-se de ativacdo do acido graxo via abstracdo do hidrogénio. As
ciclooxigenases, em condicdes fisioldgicas, sdo as maiores produtoras de perdxidos
lipidicos (Hsieh, Kinsella, 1989).

A enzima ciclooxigenase possui trés isoformas a COX-1 e a COX-2 e mais
recentemente foi descrita a COX-3. A COX-1 é a forma constitutiva predominante da
enzima e estd expressa em toda parte do organismo, desempenhando determinadas
funcdes homeostdticas, como protecdo da mucosa gdastrica, influéncia no fluxo
sangliineo renal e atuacdo na coagulacdo sangliinea, controlando a agregacao
plaquetdria. Ao contrario, a COX-2 é a forma induzida da enzima, expressa em resposta
ao estimulo inflamatdrio, estando envolvida na producdo das prostaglandinas que sao
mediadores da dor e suportam o processo inflamatério, (Simon, 1999). As isoformas
COX-1 e COX-2 apresentam homologia genética de cerca de 60% em suas regides
codificantes (Carvalho et al., 2004). A terceira isoforma, a COX-3, foi encontrada
primeiramente em cdes e descrita como uma variante da COX-1 (pois é derivada do
mesmo gene dessa isoforma) e encontra-se distribuida principalmente no cortex
cerebral, medula espinhal e coracdo (Chandrasekharan et al., 2002; Carvalho et al.,

2004).

Os mediadores inflamatérios como o NO e citocinas derivadas do sistema
imunolégico (interleucina IL-B e fator de necrose tumoral TNF-a) sdo indutores
potentes da COX-2 nas células envolvidas com a resposta imunoldgica (Coleman,

2001).
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relaxamento da musculatura brénquica ou uterina; hipotensdo; ovulagdo;
metabolismo ésseo; aumento do fluxo sangliineo renal (resultando em diurese,
natriurese, caliurese e estimulacdo da secrecdo de renina); protecdo da mucosa
gastrica e regulacdo do fluxo sangliineo local; inibicdo da secrecdo acida gastrica;
crescimento e desenvolvimento nervoso; resposta imunoldgica; hiperalgesia;
regulacdo da atividade quimiotaxica celular; resposta enddcrina; angiogénese;
progressdo metastasica, dentre outras (Carvalho et al, 2004). A PGl, causa
vasodilatacdo e inibe a agregacdo plaquetdria, enquanto o TXA,, sintetizado por
plaquetas, causa forte vasoconstricgdo e induz fortemente a agregagdo plaquetdria. O
TXA; é um forte quimiotdatico para os neutrofilos e promove a ativagdo e a adesdo dos
mesmos ao endotélio (Francischetti et al., 2010).

As prostaglandinas formadas a partir da acdo das ciclooxigenases ligam-se a
receptores prostandides que se encontram localizados na membrana celular,
acoplados a proteina G. A ativacdo da proteina G resulta na estimulacdo de sistemas
efetores responsdveis pela liberacdo de segundos mensageiros em diversos tecidos.
Estes receptores ja foram clonados e estdo organizados em cinco grupos de acordo
com a PG com os quais eles apresentam maior afinidade, designados de DP (PGD,), FP
(PGF,), IP (PGI,), TP (PXA,) e EP (PGE,) (Carvalho et al., 2004).

As lipoxinas sdo eicosandides, derivados a partir do acido araquidonico pela
acdo enzimdtica da lipoxigenase, sdo potentes mediadores anti-inflamatdrios que
atuam em tecidos humanos e em modelos animais, especificamente lipoxina A; (LXAy)
e By (LXB4). Elas tém as acles especificas de limitar o recrutamento de
polimorfonucleares (PMN), quimiotaxia e aderéncia ao local da inflamacdo. A via 5-
lipoxigenase (5-LO), por exemplo, gera leucotrienos que sdo mediadores proé-

inflamatérios, (Serhan, 2008).
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O 6xido nitrico (NO) é um mediador inflamatério produzido por diversas células
em mamiferos tendo a¢do relaxante vascular, agente quimiotdtico, neurotransmissor e
inibidor da agregacao plaquetaria podendo também ser gerado durante as resposta
imune e inflamatdria (Bhatia et al., 2000; Francischetti et al, 2010). O NO é sintetizado
pela oxido nitrico sintetase (NOS), ativada pelo aumento do calcio intracelular,
presente em células endoteliais podendo tambem ser liberado por macréfagos apds

inducdo por determinadas citocinas, como interferon-y (Francischetti et al, 2010).

Outros mediadores inflamatdrios sao as citocinas que parecem desempenhar
um papel critico na resposta inflamatéria tanto aguda como na crdnica. Algumas
citocinas promovem claramente a inflamacdo e sdo chamadas de pré-inflamatérias
enquanto outras suprimem a inflamacdo sendo chamadas de citocinas anti-

inflamatdrias. As citocinas envolvidas na resposta aguda sdo: Interleucina-1 (IL-1),

10
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Lat), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-11 (IL-11),

TNF sdo mediadores inflamatdrios extremamente potentes (Feghali e Wright, 1997).
Sendo as principais citocinas na inflamacdo aguda o TNF-a e as interleucinas (IL-1, IL-6
e IL-8), que sdo importantes mediadores enddgenos das moléculas de adesdo

(Francischetti et al, 2010).

A IL-1 é secretada por células como fagécitos mononucleares, fibroblastos,
gueratindcitos, e linfocitos T e B (Bhatia et al., 2000). Tanto a IL-1a e IL-1B, podem
iniciar a febre por aumentar a sintese de PGE; pelo endotélio vascular do hipotdlamo,
podem estimular a proliferacao de células T, podem também promover a liberacao de
histamina de células mastocitarias no sito de inflamatdrio. Todos os efeitos pré-
inflamatério da IL-1 podem ser antagonizados por IL-1Ra ( que é classificada como
antagonista de receptor de IL-1) (Feghali e Wright, 1997). Além de ativar linfécitos B e
T, a interleucina-1 induz alguns parametros hematolégicos e alteracdes metabdlicas
tipicas da resposta do hospedeiro a infec¢Ges e lesdes (Okusawa et al., 1988)

TNF-a e TNF-B se ligam a receptores em comum possuindo atividades
biolégicas semelhantes. TNF-a é obtido predominantemente a partir de macroéfagos
ativados e age através de receptores celulares ligados a membrana exercendo
multiplas atividades bioldgicas, incluindo estimulacdo da secrecdo de proteinas de fase
aguda e da permeabilidade vascular (Norman et al.,, 1995; Tracey e Cerami, 1993).
Pode também induzir febre por duas vias: por aumentar a sintese de PGE, pelo
endotélio vascular do hipotalamo ou por induzir a liberagdo de IL-1 (Feghali e Wright,
1997).

Tanto a IL-1 como TNF-a exercem efeitos inflamatdrios secunddrios por
estimularem a sintese de interleucina-6 (IL-6) em varios tipos celulares (Feghali e
Wright, 1997; Bhatia et al., 2000).

Interleucina-6 é produzida por uma ampla variedade de células, incluindo
mondcitos/macréfagos, células endoteliais, fibroblastos e células do musculo liso em
resposta a estimulacdo por IL-1B, TNF-a e endotoxinas. A importancia da IL-6 na

resposta de fase aguda foi confirmada pela observacdo de que ela estimula a sintese
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uindo a proteina C reativa (PCR), a partir de

A Interleucina-10 (IL-10) é um citocina anti-inflamatérios pois inibe a liberacdo
de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) de mondcitos/macréfagos,

impedindo dano no tecido (Bhatia et al., 2000; Feghali e Wright, 1997).

As quimiocinas sdo uma grande familia de pequenas proteinas que se
distinguem de outras citocinas, sendo os Unicos membros da familia de citocinas que
atuam na superfamilia de receptores acoplados a proteina-G. (Bhatia et al., 2000). Sdo
consideradas quimiocina: proteina quimiotatica de mondcitos (MCP)-1 e proteina
inflamatéria de macréfagos (MIP)-1a, além de outras. Quimiocinas pode ser
classificada como constitutiva ou induzida. As quimiocinas tém efeitos quimiotdticos
gue ativam os neutrofilos e outros tipos celulares (mondcitos, linfocitos, baséfilos e
eosinodfilos) fornecendo um estimulo fundamental para direcionar os leucécitos para as
areas de lesdo (Feghali e Wright, 1997). A IL-8 é uma potente quimiocina com
propiedades quimioatraentes para neutrdfilos (Baggiolini et al., 1994; Bhatia et al.,

2000).

A substancia P é um neuropeptidio de 11 amino-acido que é liberado das
terminacgdes nervosas em muitos tecidos. Este peptidio atua através de ligacdo aos
receptores de membrana NK-1 (neurocinina-1). Além de ser mediador da dor a
substancia P tém importante papel nos estados inflamatérios como visto na asma,
lesdo pulmonar e doenca inflamatdria intestinal. Tendo importancia também na
resposta imune mediada por células, bem como na artrite experimental. Este papel
pro-inflamatério da substancia P ocorre através de receptores NK1, fato que pode ser
observado em modelos animais de pancreatite aguda com lesdo pulmonar associada,
pois camundongos deficientes de receptores NK1 obtiveram protecdo contra a

pancreatite e contra a lesdo pulmonar associada a pancreatite (Bhatia et al., 1998).
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Segundo a “IASP” (Associacdo Internacional para o Estudo da Dor), a dor é uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, relacionada com lesdo tecidual real ou
potencial, ou descrita em termos deste tipo de dano. Nocicepg¢do é um termo aplicado
aos mecanismos neurolégicos que detectam o estimulo lesivo (Ferreira, 2002). A
interpretacdo do estimulo nocivo protege o organismo através desse sinal de alarme
denominado dor (Le Bars e Willer, 2004). A sensacdo dolorosa é necessaria para
mostrar ao individuo que algo em seu organismo esta fora do normal, assim o
desconforto da dor fard com que o individuo procure métodos para soluciona-la. Estes
métodos podem ser tratamentos farmacolégicos, massagens, fisioterapias, acunputura
dentre outros (Kalauokalani et al., 2001; Vallerand et al., 2003; Weiner et al., 2004).

Num contexto temporal, a dor pode ser classificada como aguda ou crbnica. A
dor aguda esta associada a lesdo do organismo, de curta duracdo e desaparece com a
cicatrizacdo dessa lesdo ou até mesmo antes (Carr e Goudas, 1999). A dor crénica, por
sua vez, é persistente ou recorrente e ndo esta necessariamente associada a uma lesdo
no organismo (Loeser e Melzack, 1999).

Quanto a sua origem, existem quatro tipos principais de dor: 1) a dor
nociceptiva, que se origina devido a estimulacdo excessiva dos nociceptores
localizados na pele, visceras ou em outros drgdos; 2) a dor neurogénica, que reflete o
dano de tecido neuronal na periferia ou no sistema nervoso central (dor central); 3) a
dor neuropatica, que acontece devido a uma disfuncdo ou dano de um nervo ou grupo
de nervos e 4) a “dor psicogénica”, que ndo é oriunda de uma fonte somatica
identificdvel e que pode refletir fatores psicolégicos (Millan, 1999).

Os nociceptores estao associados as fibras ndo mielinizadas A6 e C e seus
corpos celulares estdo situados em ganglios da raiz dorsal. Os estimulos néxicos se
propagam pelas fibras sensoriais aferentes primarias até o corno dorsal da medula
espinhal a partir da qual os estimulos sao transmitidos ao cérebro (figura 4). As fibras C
e Ab inervam os corpos celulares nas laminas | e Il outras fibras A também inervam a

lamina V do corno dorsal (Sarzi-Puttini et al., 2010)
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possam amplificar ou diminuir os sinais “dolorosos”, o neurdnio primario nociceptivo
tem um papel fundamental na dor inflamatdria. Uma vez estimulado, eles geram e
conduzem o estimulo para a medula espinhal, passando por varios caminhos até
chegar a algumas areas do cértex cerebral, onde a sensagdo nociceptiva é detectada e
analisada (processo de percepcdo). O neurbnio sensitivo primdrio faz a sua primeira
sinapse em regides bem definidas (laminas de Rexel) no corno posterior da medula. A
transmissdo na sinapse se da através da liberagao, pelo terminal nervoso, de moléculas
mediadoras que atuam nos receptores no neurdnio subseqiiente (Ferreira, 2010).

A dor é provocada por mediadores quimicos, substancias produzidas nas lesdes
inflamatdrias que atuam sobre os receptores da dor. Este impulso nociceptivo é
modulado pelo sistema nervoso periférico (SNP) pela liberacdo de neuromediadores
(substancia P - SP, serotonina, bradicinina, leucotrieno B, (LTB4), e prostaglandina E,)
no sistema nervoso central (SNC) pela liberacdo de neurotransmissores (noradrenalina,

serotonina, encefalinas e dopamina) (Souza, 2009).
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Figura 4: Niveis de modulagdo da dor. No nivel 1 ilustra-se o sistema nervoso periférico, onde
ha libera¢do de mediadores quimicos que favorecem a estimulacdo das terminacdes nervosas.
As informacGes dolorosas sdo transmitidas ao sistema nervoso central pelas fibras Ad e C. O
nivel 2 é o corno posterior da medula espinal. No nivel 3, faz-se referéncia ao tronco cerebral,
que inclui a substancia cinza periaquedutal (SCPA), o nucleo de Raphe-Magnus (NRM) e o locus
coeruleus. Finalmente, no estagio 4, representamos os centros superiores de controle da dor,

sistema limbico e os cdrtex somatossensoriais primario e secundario. Souza, 2009.

As citocinas desempenham um papel essencial no desenvolvimento da dor
inflamatdria, bem como outros eventos inflamatérios, como a migracdao de leucdcitos
e a estimulacdo da liberagcdo de outros mediadores inflamatdrios envolvidos na dor. A
hipernocicepcao inflamatéria ocorre, pelo menos em parte, como conseqliéncia da
sensibilizagao dos nociceptores aferentes primarios. Esse fenémeno tem sido atribuida
a acdo direta de mediadores inflamatdrios hipernociceptivos (principalmente PGs e
aminas simpaticas) em nociceptores presentes na membrana (Ferreira et al., 1978;
Khasar et al, 1999). As principais citocinas descritas como participantes no
desenvolvimento da dor inflamatéria foram interleucina (IL)-1B, fator de necrose
tumoral (TNF)-a, IL-6 e IL-8, quimiocina induzida de neutréfilos quimioatraente (CINC)-

1, queratindcitos e derivados de quimiocinas (KC), também foi demonstrado que a IL-
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epcdo inflamatéria (Verri et al., 2007). Estudos tem

um ‘processo inflamatdrio em jungdes tempero-mandibular e osteatrites, assim como
a prostaciclina tém mostrado o seu importante papel como mediador da inflamacao e
dor in vivo (Nishimura et al., 2002;Murata et al., 1997). Isto demonstra que o processo
doloroso esta bem préximo do processo inflamatério, podendo ser um dos quadros

clinicos do processo inflamatorio.

O 6xido nitrico (NO) também é liberado quando ocorre a passagem do estimulo
doloroso para o corno dorsal da medula, pois N-metil,D-aspartato (NMDA) induz a
entrada de ions cdlcio nos neurénios ativando assim a oxido nitrico sintase (NOS), o
gue leva a sintese de NO. O NO é capaz de aumentar a liberacdo de neuropepitideos

sensoriais contribuindo também para a hiperalgesia (Sarzi-Puttini et al., 2010)

Entre os agentes que inibem a sintese, liberacdo, ou efeitos das substancias
liberadas no corno dorsal da medula incluem a morfina, bloqueadores de N-metil,D-
aspartato, ou de receptores de canais de sédio ou calcio, agonistas-a,, o acido a-
aminobutirico (GABA) e os antagonistas da substancia P (Carr e Goudas, 1999). A
morfina atua sobre receptores opidides (Y, K) localizados no SNC, apesar de também
exercem sua agao na regiao periférica.

Os AINES conseguem reduzir a dor inflamatdria, sendo que o paracetamol e os

derivados da dipirona também exercem sua agao no SNC.

3. FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS

Dentre os farmacos anti-inflamatérios disponiveis no mercado estdao os AINEs e
os Glicocorticéides.

Os AINEs tém um perfil farmacodindmico, terapéutico e toxicolégico
semelhantes que pode levar a lesdo da mucosa duodenal e sangramento digestivo, a
lesdo renal, leucopenia, confusdao mental, insuficiéncia hepatica e prurido (Oliveira,
2003; Catoggio, 2005). Assim a principal reacdo adversa que limita o uso dos AINEs

convencionais é a sua toxicidade gastrintestinal, Laine, 2001.
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e os tornam de grande utilidade no tratamento de

disturbios em que a dor esta relacionada a intensidade do processo inflamatoério
(Katzung, 2003). O modo de acdo dos AINES é a inibicdo da enzima pré-inflamatdria
cicloxigenase (Cox). Dentre os AINEs existem os que sdo inibidores ndo seletivos, ou
seja, aqueles que inibem tanto Cox-1 como Cox-2 (AAS, ibuprofeno, meclofenato), os
inibidores preferenciais pela Cox-2 (nimesulida, o metabdlito ativo da nabumetona e
meloxicam) e os inibidores seletivos da Cox-2 (rofecoxibe, celecoxib, etoricoxib,
valdecoxib e lumiracoxib) (Meade et al, 1993; Pairet e Engelhardt, 1996; Donnelly e
Hawkey, 1997).

Os inibidores especificos da isoenzima Cox-2 foram disponibilizados no
mercado em 1999, abrindo assim a possibilidade de proporcionar beneficios anti-
inflamatdrios e analgésicos, deixando teoricamente a atividade gastroprotetora da
isoenzima Cox-1 intacta (Ong et al., 2007).

A sintese de Cox-2 é aumentada em processos inflamatdrios, que podem
ocorrer nas articulacdes, no endotélio vascular e tecido renal. Os inibidores seletivos
da Cox-2 inibem a sintese da prostaglandina I,, que tem acdo vasodilatadora e impede

a adesdo de leucdcitos ao endotélio vascular (Bricks e Silva, 2005).

O rofecoxib e celecoxib, inibidores seletivos da Cox-2, sdo seguros quanto ao
trato gastrointestinal (Brooks et al., 1999; Radi, 2009). Pesquisadores acharam que o
uso destes anti-inflamatérios iria reduzir as desvantagens do uso dos AINEs ndo
seletivos, porém com o medicamento no mercado é que pode ser observado as
reacOes adversas causada pelos inibidores seletivos da Cox-2. O uso didrio de
inibidores da isoenzima Cox-2 aumenta o risco de infarto do miocardio (Hippisley-Cox e
Coupland, 2005; Carvalho et al., 2004; Araujo et al., 2005). Os efeitos adversos desta
classe culminaram com a retirada de alguns dos inibidores seletivos de Cox-2 do

mercado mundial e restricdo ao uso de outros pelos érgaos de fiscalizacdo.

Dentre os anti-inflamatdrios ndo esteroidais estdo os pirazéis bem
representados pela fenilbutazona e pela dipirona (figura 5B) além da antipiurina,
oxifenbutazona e a amonopirina (Roberts, L. J e Morrow, J. D. 2005). Os derivados
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Figura 5: (A) anel pirazol; (B) Férmula estrutural da dipirona.

Os derivados pirazolinicos foram descobertos por volta de 1884 pelo quimico
alemdo Ludwig Knorr quando ele tentava sintetizar derivados da quinolona com
atividade antipirética e acidentalmente obteve a antipirina, uma pirazolona com
atividade analgésica, antipirética e anti-reumatica. Desde entao outros compostos
pirazdlicos passaram a ser sintetizados com intuito de diminuir a toxicidade, sendo que
a mais descrita é a agranulocitose fatal (Oliveira, 2009).

Em 1921, o laboratério Hoechst obteve a dipirona, uma pirazolona, pela
substituicdo de uma das metilas do grupo amino da 5-pirazolona por
metilenosulfoxilato de sédio (Oliveira, 2009). A dipirona é um potente analgésico
utilizado para dores de pdés-operatério, enxaqueca e cdlicas renais (Edwards et al.,
2001; Edwards et al., 2002; Ramacciotti et al., 2007). Um dos mecanismos atribuidos a
dipirona é a inibicao da Cox e alguns estudos tém demonstrado a preferéncia da
dipirona pela isoenzima Cox-2 (Pierre et al., 2007; Campos et al., 1999). Uma agdo
central também pode estar envolvida no mecanismo de agdo desta substancia mais
precisamente na substancia cinzenta periaquedutal, podendo até mesmo ativar o
sistema opidide (Carlsson et al., 2003; Hernandez e Vanegas, 2001). Apesar da boa

atividade analgésica da dipirona seu uso é restrito em alguns paises ou até mesmo

18


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended.

B 3 CO m p I ete Thank you for using

; PDF Complete.

Click Here to upg

Unlimited Pages para esclarecer a ocorréncia desta reacdo adversa,

r ter como reacao adversa a agranulocitose fatal.

aIguhs mostram que a agranulocitose fatal sé ocorre com o uso frequente de doses
altas do medicamento e outros mostram que a ocorréncia é alta mesmo com o uso
ndo frequente (lbanez et al., 2005; Garcia et al., 2006). Em meados de 1940 compostos
mais seguros desta classe foram sintetizados como a fenilbutazona, um potente anti-
inflamatdrio, muito utilizado para o tratamento de artrite reumatéide (Oliveira, 2009).

O mais recente derivado pirazélico colocado no mercado foi o celecoxibe um
bom anti-inflamatdrio utilizado para o tratamento da artrite, porém seu uso foi restrito
por apresentar reacdes adversas cardiovasculares.

Outra forma de um farmaco exercer a atividade anti-inflamatéria é a inibi¢ao
da enzima fosfolipase A,, esta é a acdo indireta dos glicocorticéides. Estes fdrmacos
induzem em nivel celular a formacdo de lipocortina (anexina), a qual inibe a fosfolipase
A,.

Apesar do mecanismo de acao dos AINEs ndo estar relacionado com a a¢do da
fosfolipase A,, muitos estudos de modificagdo molecular utilizam moléculas de AINEs
para inibirem esta enzima. Estudos recentes tém relatado que a fosfolipases A;
secretada (sPLA;) desempenha um papel importante em varias condic¢des inflamatadrias
e, portanto, representam um alvo terapéutico promissor para o desenvolvimento de
novos medicamentos anti-inflamatdrios (Gaston et al., 1995).

Por outro lado, existem moléculas que possuem atividade anti-inflamatéria em
estudo, mas ndo estdo disponiveis no mercado como farmacos, como por exemplo o 4-
nerolidilcatecol que é um metabdlito secundario de espécies vegetais Piper peltatum e
Piper umbellatum, plantas usadas pela populagdo. Esta molécula tem sua acdo
inibitéria sobre a atividade da enzima PLA, comprovada in vitro, além de uma acgao

antioxidante (Nunez et al., 2005).
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Avaliar as atividades farmacolégicas, de um derivado pirazélico e de um
derivado da molécula do 4-nerolidilcatecol, sintetizados no Laboratério de Quimica
Farmacéutica Medicinal da Faculdade de Farmacia (LQFM) — UFG, utilizando diferentes

modelos de dor e inflamagado in vivo.

4.2 Objetivos especificos
Avaliar o derivado da molécula do 4-nerolidilcatecol — LQFM-015 em teste de
geral de atividade farmacolodgica.

Avaliar a atividade antinociceptiva do LQFM-015 em diferentes modelos

nocicepgao.

Avaliar a atividade anti-inflamatodria de LQFM-015 em diferentes modelos de

inflamacao.
Avaliar o possivel mecanismo de agdo anti-inflamatdrio de LQFM-015.
Avaliar a atividade do LQFM-015 no sistema nervoso central.

Avaliar a atividade antinociceptiva do derivado pirazdlico - LQFM-002 em

diferentes modelos de nocicepgao.
Avaliar o possivel mecanismo de agdo anti-inflamatdrio de LQFM-002.

Avaliar a atividade do LQFM-002 no sistema nervoso central em camundongos.
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1 INTRODUCAO

Os metabdlitos das plantas usadas pela populacdo como medicamentos sdo
fontes de moléculas para o desenvolvimento de novos farmacos levando os
investimentos técnico-cientificos na modificacdo de tais moléculas pelos laboratérios
de sinteses, na busca da melhora da atividade farmacolégica ou de vias inovadoras
para a terapéutica. O 4-nerolidilcatecol é um subtipo do metabdlito presente em Piper
umbellatum e Piper peltatum da familia Piperaceae. Plantas desta familia sdao usadas
popularmente como diurético, febrifugo, laxativo, anti-inflamatério e para doencas do
figado (Zamora-Martinez e Pola, 1992; Akendengue e Louis, 1994). Extrato das folhas
de Piper peltatum com a presenca do 4-nerolidilcatecol (figura 6), demonstrou
atividade anti-edematogénica quando testado no modelo de edema de pata induzido
por carragenina em ratos (Desmarchelier et al., 2000). Foi demonstrado por Nufiez et
al. em 2005 que 4-nerolidilcatecol é capaz de inibir in vitro a agao da enzima
fosfolipase A, (PLA,), esta inibicdo é uma acdo direta nad dependente de metabolismo
celular. A acao anti-inflamatéria de Piper umbellatum e Piper peltatum pode estar
relacionada a inibicdo desta enzima. O 4-nerolidilcatecol € uma molécula de dificil
reproducdo em laboratdrio. Dessa forma investiu-se na sintese de outras moléculas
com base na estrutura do 4-nerolidicatecol com a expectativa que a sua agdo inibitéria
direta na enzima PLA, fosse mantida. O LQFM-015, (E) -4-(6-dienil,3,7-dimetilocta-2)
(aminometil) fenol, (figura 7) foi obtido através de reacbes de sintese a partir do 4-
nerolidilcatecol (Martins, 2009). Este derivado, LQFM-015, foi sintetizado com intuito
de manter nesta molécula a propriedade de inibir a enzima PLA,. Em estudos
anteriores em nosso laboratério LQFM-015 foi capaz de inibir a enzima PLA;, de forma
semelhante ao 4-nerolidilcatecol. A inibicdo da fosfolipase A, (PLA;) foi avaliada pelo
método de Harbermann e Hardt, 1972 e modificado para a quantificacdo da acdo de
fosfolipase e substancias inibidoras (Gutiérrez et al., 1988; Forte —Dias et al., 1999).
Nesse teste a fonte de fosfolipase A, é o veneno de Bothrops moojim, o meio agar é

enriquecido com gema de ovo e solugao de CaCl,. A inibigdo maxima obtida com
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controle positivo, a quercetina (6,66 mmol/mL) foi

ém foi avaliado neste teste e sua inibicdo com a

maior concentragdo testada (11,93 mmol/mL) foi de 24,6% da PLA, (Martins, 2009).

A enzima fosfolipase A, hid

acido araquidénico que por acdao da ciclooxigenase da origem a

rolisa os fosfolipideos de membrana produzindo

indmeros

eicosandides, os quais sdo responsaveis pelos sinais da inflamacdo. A PLA, devido ao

seu papel no inicio da cascata do acido araquidénico tem se tornado um importante

alvo farmacoldgico para a terapéutica anti-inflamatéria.

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatéria de

LQFM-015 em modelos animais de

inflamacdo e dor, visto que sua atividade in vitro

sobre a enzima PLA,; sugere efeitos anti-inflamatério e/ou analgésicos.

OH

OH

Figura 6: Estrutura do 4-nerolidilcatecol

H

|
@NW
HO

Figura 7: Estrutura do LQFM-015
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2.1 Drogas e reagentes

Os reagentes e as drogas usadas neste estudo foram: solucdo de acido acético a
0,6% (v/v) (Merck, USA); dexametasona (Prodome, Brasil); carragenina (Sigma
Chemical, USA; 1%); diazepam (Cristdlia, Brasil); Veiculo (DMSO 20%, p/v em salina);
Indomethacin (Sigma); Dimorf® (Cristdlia-Ltda, Brasil); pentobarbital (Abbott, Brazil).
Uma solucdo de formalina (3,0%) foi preparada com formaldeido — (Synth, Brasil) em
solucdo de salina (NaCl 0,9%). LQFM-015 (PM: 245), solubilizada em solucdo de salina
+ DMSO 20%, p/v (sintetizada pelo laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal da

Faculdade de Farmdacia — Universidade Federal de Goids - UFG).

2.2 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (25-30g) machos provenientes do
biotério central da UFG. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com racdo e
agua ad libitum a 22°C. O manuseio dos animais em todos os modelos experimentais
foi executado de acordo com as normas propostas pela SBCAL/COBEA, e os protocolos

aprovados pelo Comité de ética em pesquisa da UFG (Protocolo n° 182/10) - Anexo I.

2.3 Teste Farmacoldgicos
2.3.1 Teste Geral de atividade

Os grupos de camundongos foram divididos segundo as vias de tratamento,
oral, intra-peritoneal e subcutadnea, cada grupo era composto por 20 animais. Cada
cinco animais do grupo foram tratados com veiculo (10 mL/kg) ou com as diferentes
doses de LQFM-015 (30, 150 e 750 umol/kg). Apds os tratamentos, os animais foram
observados em deambulacdo livre sobre superficie plana, durante 3 minutos, nos
tempos de 5, 10, 20, 30 e 60 minutos; 4, 8, 24 e 48 horas e apds 4 e 7 dias do
tratamento. Os efeitos observados nos animais que receberam LQFM-015, que os
diferenciaram dos animais controle, foram anotados em ficha padrao de triagem

farmacolégica adaptada daquela descrita por Malone, 1977.
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desérita por Koster et al, (1959), no qual as contor¢ées sdo induzidas por acido acético.
Cinco grupos de camundongos (n = 10) foram tratados por via oral com LQFM-015
(100, 200 e 400 umol/kg), ou veiculo (10 mL/kg) ou indometacina (28 umol/kg). Apds
60 minutos todos os animais receberam por via intraperitoneal acido acético 0,6 % v/v
(10 mL/kg). Apds a aplicacdo de acido acético as contor¢Ges abdominais foram
contadas durante 30 minutos e os resultados foram expressos como média + E.P.M.
(Erro Padrdo da Média) de cada grupo experimental em valores percentuais relativo ao

grupo controle, tratado com veiculo.

2.3.3 Teste do Campo Aberto

Foram utilizados cinco grupos de 10 camundongos, tratados previamente pela
via oral com veiculo (10 mL/kg), LQFM-015 (155 e 750 umol/kg) ou com diazepam
(17,5 umol/kg). Sessenta minutos apds o tratamento, os animais foram colocados no
centro do campo-aberto e foram observados durante 5 minutos, sendo avaliada a
atividade exploratdria dos animais (nimero total de quadrados invadidos), o nimero
total do levantar sobre as patas posteriores (rearings), o nimero de comportamentos
de auto-limpeza (groomings), o nimero de bolos fecais e o tempo total que os animais
permaneceram parados (Archer, 1973). Os resultados foram expressos como média *

E.P.M. de cada grupo experimental.

2.3.4 Teste da Barra Giratoria

Neste teste os animais sdao pré-selecionados 24 horas antes do teste onde
devem apresentar um tempo de permanéncia de 2 minutos sobre a barra giratéria (12
rpm). Quatro grupos de animais pré-selecionados (n = 10) foram tratados por via oral
com veiculo (10 mL/kg), com LQFM-015 (155 e 750 umol/kg) ou com diazepam (17,5
umol/kg). Apdés 60 minutos dos tratamentos os animais foram submetidos ao rota rod,
sendo avaliados o numero de quedas e o tempo de permanéncia na barra giratéria,
sendo que o tempo maximo de permanéncia permitido foi de 1 minuto. O nimero

maximo de quedas permitidas foi de trés, sendo que apods a terceira, o animal ndao mais
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(Duham e Miya, 1957). Os resultados foram

2.3.5 Sono Induzido por Pentobarbital Sédico

Foram utilizados quatro grupos de 10 camundongos, tratados previamente pela
via oral com veiculo (10 mL/kg), com LQFM-015 (155 e 750 umol/kg) ou com
diazepam (17,5 pmol/kg). Apds 60 minutos dos tratamentos, os animais receberam
pentobarbital sédico (150 umolL/kg i.p.), sendo cronometrados os tempos de indugdo e
recuperacao do sono. A perda e a recuperacao do reflexo postural foram tomados
como indicativo do inicio e final do sono (Carlini e Burgos, 1979). Os resultados foram
expressos como média + E.P.M. de cada grupo experimental, em segundos para

laténcia e minutos para durac¢do do sono.

2.3.6 Dor induzida por formalina

No modelo de dor induzida por formalina (3,0 %, v/v), 20 uL do agente
flogistico foram aplicados subcutaneamente na pata traseira direita dos camundongos
(n=7, por grupo) pré-tratados oralmente (60 minutos) com veiculo (10 mL/kg), LQFM-
015 (100, 200 ou 400 umol/kg), indometacina (28 umolL/kg) ou subcutaneamente com
morfina (35 pmol/kg). Os animais foram observados durante 30 minutos. Neste teste o
comportamento nociceptivo evidencia duas fases distintas: a primeira de 0 — 5 minutos
(fase de dor neurogénica) e a segunda de 15 — 30 minutos (fase de dor inflamatéria),
sendo determinado o tempo em segundos de lambida na pata injuriada nestes dois
intervalos (Hunskaar e Hole, 1987). Os resultados foram expressos como média +

E.P.M. de cada grupo experimental, em segundos.

2.3.7 Edema de pata induzido por carragenina

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada pelo método do edema de pata
induzido por carragenina, em camundongos, proposto por Winter et al. (1962). Grupos
de nove animais pré-tratados por via oral com veiculo (10 mL/kg), indometacina (28
umolL/kg) ou LQFM-015 (100, 200 e 400 umol/kg) receberam, apds sessenta minutos,

a aplicacdo do agente flogistico (carragenina 1%, 50 pL) na pata traseira direita e igual
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(medido por pletismografia 1, 2, 3 e 4 horas) de

cada animal, apds a aplicacdo do agente flogistico. Os resultados foram expressos
como média + E.P.M. de cada grupo experimental em valores percentuais relativos ao

volume das patas tratadas com salina.

2.3.8 Teste de pleurisia induzida com carragenina

Os animais (n = 9 por grupo) foram tratados pela via oral com veiculo (10
mL/kg), LQFM-015 (155 umolL/kg) ou dexametasona (5,1 umol/kg). Uma hora apds o
tratamento a pleurisia foi induzida pela inje¢do intrapleural de 0,1 mL de carragenina a
1%, pelo espaco intercostal das costelas inferiores da caixa toraxica (Vinegar et al.,
1973). Quatro horas apds a aplicacdo do agente flogistico os animais foram
submetidos a eutanasia, a cavidade tordaxica foi aberta e um pequeno corte foi feito no
diafragma, logo abaixo do apéndice xiféide. Em seguida, a cavidade pleural foi lavada
com 1 mL de solucdo de PBS (pH 7,6) heparinizado. O numero de leucdcitos totais
foram determinados em cdmara de Neubauer, sob microscopia éptica. Parte do lavado
pleural recolhido foi usado para avaliar a atividade de enzima mieloperoxidase. Os

resultados foram expressos como média £ EPM.

2.3.9 Doseamento da enzima mieloperoxidase

Para a dosagem dos niveis de mieloperoxidase, foi utilizado o método de Saleh,
et al. 1999, com poucas alteracdes. Amostras do lavado pleural de animais pré-
tratados pela via oral com veiculo (10 mL/kg), LQFM-015 (155 pmol/kg) ou
indometacina (28 umol/kg), coletadas imediatamente apds a abertura da cavidade
pleural foram utilizadas para a dosagem da enzima mieloperoxidase, 20 pL do lavado
pleural de cada animal foram transferidos para os poc¢os de microplacas. A reacdo foi
iniciada com a adicdo de 180 pL de tampao fosfato pH = 6,0 contendo 0,167 mg/mL de
o-dianisidina 2HCI e 0.0005% H,0, (Sedgwick, 1995) e apds 15 minutos interrompida
com a adi¢ao de 10 plL de azida sddica a 1%. As amostras foram centrifugadas durante
5 minutos a 1000 rpm, e 100 uL dos sobrenadantes transferidos para os pocgos de

microplacas. As absorbancias foram determinadas em leitor de ELISA no comprimento
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curva-padrdo com peroxidase (0,625-100 mU/mL)

de mieloperoxidase presente nas amostras. Os

resultados foram expressos como média £ EPM.

2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em média + EPM em valores absolutos ou

percentuais relativos ao grupo controle. As diferencas foram detectadas por analise

paramétrica no teste analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student-

newman-Keuls (Sokal e Rohlf, 1981) e na analise ndo paramétrica foi utilizado o teste

Kruskal-Wilis seguido de teste Dun. As diferencas foram consideradas significativas

guando p < 0,05.
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3.1 Teste geral de atividade

Com a administracdo de LQFM-015 30; 150 ou 750 umol/kg, intraperitoneal,
foi observado diminuicdo da atividade motora espontanea e analgesia
proporcionalmente as doses testadas a partir de 10 e a partir dos 20 minutos pela via
subcutdnea. O tratamento com LQFM-015 (750 pmol/kg) intra-peritonealmente
causou também contor¢des abdominais e alienagdao ambiental aos 30 minutos dos
tratamentos. Foi observado pela via oral que os tratamentos com LQFM-015

apresentaram analgesia aos 20 minutos.

3.2 Contorg¢des abdominais induzidas por acido acético

Os tratamentos com LQFM-015 100, 200 ou 400 pmol/kg, v.o. reduziram as
contor¢cdes abdominais para 76,3 + 4,9; 69,5 + 6,9; 59,9 £ 5,2 % respectivamente, em
relagdo ao grupo tratado com veiculo (91,92 £ 2,69). Indometacina reduziu o nUmero

de contor¢des abdominais para 53,7 + 5,54 % (p < 0.05), (Fig. 1).

1009 1 Veiculo 10 mL/kg, v.0.

* =1 LQFM-015 100 umol/kg, v.o.
21 LQFM-015 200 umol/kg, v.o.
XX | QFM-015 400 pmol/kg, v.o.
I Indometacina 28 pmol/kg, v.o.

*k*k

50

*=p<0,05
** = n <0,001

Contorc¢des abdominais (%)

[

Figura 1: Efeito de LQFM-015 (100, 200 e 400 pmol/kg, v.0 no nimero de contorcBes
abdominais de camundongos, induzidas por acido acético (0,6 %, v/v) acumuladas em 30
minutos. A indometacina (28 umol/kg, v.0.) foi usada como controle positivo do teste. As
colunas e barras verticais representam média + E.P.M. (n = 10 ) em valores percentuais relativo
ao grupo controle (veiculo 10 mL/kg, v.0.). *p < 0,05 e *** p < 0,001 indicam o nivel de
significancia das diferengas quando comparado com ao grupo controle utilizado.

3.3 Teste do campo aberto
Os tratamentos com LQFM-015 155 ou 750 umol/kg ndo alteraram o nimero

total de quadrados invadidos, o nimero de comportamento de levantar sobre patas
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parametros observados neste teste exceto o tempo parado no campo e o nimero de

auto-limpeza (tabela 1).

3.4 Barra giratoria
Nenhum dos tratamentos com LQFM-015 aumentou o nimero de quedas no
teste da barra giratéria, enquanto que, o diazepam 17,5 pmol/kg aumentou

significativamente o numero de quedas neste teste (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito de LQFM-015 nos testes de campo aberto e rota-rod apés o
tratamento oral.

Parametros do campo aberto

Tratamento Rota-rod
Deambulacdo Levantadas Auto-limpeza Parado (s uedas

(umolL/kg) ¢ P (s) (q )
Veiculo 142,37 + 9,32 61,9 +6,22 7,00 £ 0,69 4,86 +1,06 0,2+ 0,13
LQFll\;I;OIS 115,43 +5,9 54,62 £ 3,84 7,77 £ 0,81 571+1,3 0,1£0,1
LQF;\Q(_)OIS 116,14 + 8,47 69,00+ 5,71 5,88 £+ 0,69 10,33+2,12 0,2+0,2

Dz 17,5 58,0+8,07* 20,29+4,21* 537+0,70 69,66+596* 1,4+0,2*

Resultados expressos como média * EPM de dez camundongos. Tratados com veiculo 10
mL/kg, v.o. (controle), LQFM-015 155 ou 750 umol/kg, v.o. ou DZP (Diazepam, 17,5 umol/kg,
v.0.). ¥*P <£0,05, quando comparado ao grupo controle.

3.5 Sono Induzido por Pentobarbital Sédico
Nenhum dos tratamentos com LQFM-015 aumentou a laténcia ou tempo de
duragdo do sono barbiturico. O tratamento com diazepam 17,5 umol/kg reduziu a

laténcia e aumentou a duracdo do sono (tabela 2).
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Parametro
Tratamento

Laténcia ao sono (seg.) Tempo de sono (min.
(umol/ke) (seg.) p (min.)

Veiculo 252,12 + 8,56 57,75+ 2,62

LQFM-015 155 248,10 + 10,72 58,0 + 2,60

LQFM-015 750 228,00 + 3,51 67,00 + 3,30

Dz 17,5 179,2+7,85* 127,00+ 5,39 *

Resultados expressos como média + EPM de dez camundongos. Tratados
com veiculo 10 mL/kg, v.o. (controle), LQFM-015 155 ou 750 pmol/kg,
v.0. ou DZ (Diazepam, 17,5 umol/kg v.o.). *P < 0,05, quando comparado
ao grupo controle.

3.6 Teste de Formalina

Na primeira fase (0-5 min.) do modelo de dor induzida pela formalina, os
tratamentos com LQFM-015 nas doses de 100; 200 ou 400 umol/kg v.o. ou
Indometacina (28 umol/kg v.0.) ndo reduziram significativamente o tempo de
reatividade a dor, sendo de 59,1 + 4,3; 55,8 + 7,0; 38,7 + 5,7 e 62,3 £ 4,7 segundos
respectivamente e no grupo controle (veiculo 10 mL/kg v.o.) foi de 56,2 * 5,7
segundos. Morfina (35 umol/kg s.c.) reduziu este tempo para 1,11 + 0,63 segundos. Na
segunda fase (15-30 min) os tratamentos com o LQFM-015 nas doses de 100; 200 ou
400 pmol/kg v.o. ou Indometacina (28 pumol/kg v.0.) ou Morfina (35 pumol/kg s.c.)
reduziram o tempo de reatividade a dor de 164 + 6,8 para 94,3 + 23,6; 68,3 + 21,3 e 52

+11,2; 77,0+ 15,5e 0,3 £ 0,2 segundos, respectivamente (figura 2).
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Figura 2: Efeito de LQFM-015 (100, 200 e 400 umol/kg, v.0.) no modelo de dor induzida por
formalina, A) primeira fase (0-5 min) e B) segunda fase (15-30 min). As Colunas e barras
verticais representam as médias * EPM, do tempo de reatividade a dor dos animais (n=7)
expresso em segundos. Indometacina (28 umol/kg, v.0.) e morfina (35 pumol/kg, s.c.) foram
utilizadas como controles positivos. * = p < 0,05, ** = p < 0,01 e *** = p < 0,001. indicam o
nivel de significincia das diferencas entre os grupos tratados e o controle.
3.7 Edema de pata induzido por carragenina

No edema de pata induzido por carragenina, os tratamentos com LQFM-015
(100, 200 e 400 pmol/kg, v.0.) ou Indometacina (28 pumol/kg) ndo alteraram o edema
(%) na 1° hora. Os valores percentuais foram de 45,1 + 6,6; 55,3 + 6,2; 53,7 + 3,9; 51,7+
4,2, respectivamente e no grupo controle (veiculo) foi de 57,9 + 7,3. Na 22 hora estes
tratamentos reduziram o edema de 93,1 * 6,7 (controle) para 45,0 + 5,5; 55,6 + 9,2;
44,4 + 3,2 e 50,4 * 2,8, respectivamente. Na 32 hora também ocorreu reducdo do

edema de 75,9 + 3,8 (controle) para 45,9 + 5,6; 49,5 + 5,7; 38,7 + 6,0 e 50,5 + 3,3,

respectivamente. Apds a 42 hora ndo houve reducdo do edema, sendo de 61,0 + 6,0
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Figura 3: Efeito de LQFM-015 (100, 200 e 400 pumol/kg, v.0.) e indometacina (28 umol/kg, v.o.)
no edema de pata em camundongos induzido por carragenina. Cada barra representa média +
E.P.M., (n = 9) das diferengas de volume entre as patas de cada animal em valores percentuais.
*=p<0,05, ** =p <0,01 e *** = p < 0,001, indicam o nivel de significancia das diferencas
entre os grupos tratados e o grupo controle.

3.8 Pleurisia induzida por carragenina em camundongos

Na pleurisia induzida por carragenina, os tratamentos prévios (v.0.) com LQFM-
015 (155 umol/kg) ou dexametasona 5,1 umol/kg reduziram o nimero de leucécitos
totais x 10°/mL migrados para a cavidade pleural de 4,74 £ 0,31 para 3,48+ 0,33 e 1,34

+ 0,17 respectivamente (figura 4).
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Figura 4: Efeito de LQFM-015 (155 umol/kg, v.0.) e dexametasona (5,1 pumol/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 = 8), do numero de
leucdcitos totais migrados/mL. * p 0,05 and *** p <0,001 indicam o nivel de significancia das
diferencas entre os grupos tratados e o grupo controle.

3.9 Doseamento da enzima mieloperoxidase (MPO)
A atividade de MPO no exsudato pleural foi reduzida por LQFM-015 de 1060,91

+ 110,04 mU/mL (grupo controle) para 460,41 + 100,85 mU/mL. Indometacina
diminuiu para 560,0 + 60,25 mU/mL (figura 5).

1500+ —3 Veiculo 10 mL/kg, v.o.
B LQFM-015 155 umol/kg, v.o.

% 10004 Il Indometacina 28 umol/kg, v.o.
E *

8 *%

= 500+ |

*=p<0,05
0- *k = p < 0,01

Figura 5: Efeito de LQFM-015 (155 pmol/kg, v.o0.) e indometacina (28 pmol/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., (n = 8), do
numero de leucdcitos totais migrados/mL. * p < 0,05 and ** p < 0,01 indicam o nivel de
significancia das diferencas entre os grupos tratados e o grupo controle.
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rmacoldgica, baseada na ficha de identificagao de

alteracOes descrita por Malone (1977), é considerado o passo inicial na pesquisa sobre
a atividade farmacoldgica de moléculas novas que possam vir a se destacar como
prototipos de farmacos. Com a observacgdo de sinais ou alteracdes comportamentais,
gue diferencie os grupos tratados dos animais controles, pode ser identificado ou
sugerido alguma atividade no sistema nervoso central ou possiveis agdes neurotoxicas,
além de alteracdes relacionadas aos sistemas periféricos que venham auxiliar na
escolha da via de administracdo, bem como a faixa de doses adequadas para os demais
testes bioldgicos in vivo (Carlini, 1972; Almeida et al., 1999; Mattei e Franca, 2006). Os
resultados obtidos neste teste foram sugestivos de efeito analgésico, porém podendo
resultar também de uma atividade depressora no sistema nervoso devido
principalmente a diminuigdo da atividade motora espontanea, ou esta atividade
poderia decorrer de uma acdao miorrelaxante central ou periférica.

Buscando caracterizar o efeito analgésico sugerido no teste geral de atividades
farmacolégicas, LQFM—-015 foi avaliado no modelo de contor¢des induzidas por acido
acético. Este é um modelo de dor visceral muito utilizado para avaliar a atividade
antinociceptiva periférica (Verma et al.,, 2005; Du et al., 2007). Apds a injecdo
intraperitoneal de um agente nocivo, o animal mostra uma resposta que consiste em
uma onda de contracdo e alongamento passando caudalmente ao longo da parede
abdominal, por vezes acompanhada de torcao do tronco e seguido por extensao dos
membros pélvicos, chamada de contor¢des abdominais (Collier et al., 1968). Pesquisas
realizadas por Deraedt et al., 1980, descrevem a quantificacdo de prostaglandinas por
radioimunoensaio no exsudato peritoneal de ratos, obtidos apds injecao
intraperitoneal de acido acético, observando-se altos niveis de prostaglandinas PGE,, e
PGF,, durante os primeiros 30 minutos apds sua administracdo. A administracao
intraperitoneal de acido acético induz a liberacao de prostaglandinas, mas também a
liberagdo de mediadores do sistema nervoso simpatico (Duarte et al., 1988; Borsato et
al., 2000). Desta forma é aceitavel que moléculas com atividade anti-inflamatdria
mostrem um efeito neste modelo de dor periférica. A nocicepcao causada pelo acido

acético é devida a liberacdo de citocinas como IL-1B e TNF-a (Ribeiro et al., 2000). Os
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.p., pois inibem a enzima cicloxigenase (Vane e

Botting, 1998). Apesar da alta sensibilidade, este teste nado é especifico, pois além de
ndo distinguir uma resposta antinociceptiva de uma resposta anti-inflamataéria (Collier,
et al., 1968), ele é sensivel a uma variedade de farmacos essencialmente ndo
analgésicos, como anti-histaminicos parasimpatomiméticos, estimulantes do sistema
nervoso central, inibidores da monoamino oxidase (MAOIs), antagonistas
serotoninérgicos, relaxantes musculares e neurolépticos, podem também reduzir o
numero de contor¢des abdominais (Rates e Barros, 1994; Duarte et al., 1988).

Os tratamentos com LQFM-015 100, 200 ou 400 pmol/kg diminuiram
significativamente o numero de contor¢des abdominais. Esta reducdo foi de 24; 31 e
40% respectivamente. Este resultado sugere que este derivado possui atividade
antinociceptiva. Porém é necessario verificar se as mudancas comportamentais,
produzidas pelo tratamento com LQFM-015 no teste de contor¢des abdominais, nao
foram causadas por uma atividade antinociceptiva falso-positiva devido, por exemplo,
a um efeito depressor central.

Comprometimento da atividade motora, efeito depressor central ou alteracdes
comportamentais indicativas de mudanca de emocionalidade ou atencdo dos animais
tratados com LQFM-015 poderiam resultar em efeito analgésico falso-positivo no teste
de contorg¢des. Os resultados observados nos testes de campo aberto, barra giratéria e
sono barbitdrico mostraram que LQFM-015, mesmo em dose superior as que
demonstraram efeito analgésico, ndo causa alteracdo comportamental indicativo de
acdo central ou alteracdo da atividade motora que possa comprometer o efeito
analgésico observado no teste das contor¢des. Estes resultados, com as doses
utilizadas, também descartaram um efeito depressor central sugerido no teste geral de
atividades farmacoldgicas.

Como LQFM-015 ndo alterou os parametros avaliados nos testes de triagem de
central, reforcando desta forma a possibilidade de um real efeito analgésico, podendo
o0 mesmo ser devido a uma acao anti-inflamatodria, visto que em estudos anteriores
esta molécula foi capaz de inibir a PLA; in vitro (Martins, 2009). A enzima fosfolipase A,

é abundantemente encontrada em venenos de cobras e insetos assim como nos sucos
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et al., 1998). As fosfolipases A, secretadas (sPLA;s)

portanto representa um importante alvo terapéutico. PLA,s (PLA,, EC.3.1.1.4) hidrolisa
especificamente a ligagao éster 2-acil de fosfolipideos da membrana para a produgao
de dacido araquidonico que é usado como substrato para as enzimas ciclooxigenase
(COX) e lipoxigenase (LOX) (Smith et al.,2000) resultando na producdo de eicosandides
(Dennis, 1983). LQFM-015 demonstrou ter uma acdo inibitéria sobre a atividade da
enzima fosfolipase A, (em aproximadamente 18%), sendo um possivel alvo desta
molécula para atuar como droga anti-inflamatoria.

O teste de dor induzido por formalina, diferente do modelo de contor¢des
abdominais, pode identificar farmacos com efeito analgésico dependente de uma agao
anti-inflamatdria. No modelo de dor induzida pela formalina podemos observar duas
fases distintas de comportamento nociceptivo que sdo indicativos do envolvimento de
diferentes mediadores. A primeira fase, também conhecida como fase de dor
neurogénica, é caracterizada pela propagacdao imediata de impulsos para o sistema
nervoso central sendo que é breve e ocorre durante os 5 primeiros minutos apds a
aplicacdo do agente flogistico. Ao agir nos receptores opidides, a morfina reduz o
tempo nesta fase. Esta dor é causada pela acdo direta da formalina,
predominantemente nas fibras sensoriais aferentes C e em parte nas fibras aferentes
Ab (Hunskaar e Hole, 1987; Shibata et al., 1989). A segunda fase é prolongada, 15-30
minutos apos a injecdo de formalina, e esta associada ao desenvolvimento de uma
resposta inflamatdria com liberacdo de mediadores inflamatdrios (Shibata et al.,
1989). Esta fase é também conhecida como fase de dor inflamatéria, podendo ser
inibida por anti-inflamatdérios como a indometacina. A reducdo do tempo de lambida
nesta fase pode ser devido a diminuicdo da biossintese de prostaglandinas (Farsam et
al., 2000).

A literatura descreve que na primeira fase ha liberacdo de diferentes
mediadores quimicos, como a substancia P, o glutamato e a bradicinina e que na
segunda fase os mediadores quimicos liberados sdo: histamina, serotonina,

prostaglandinas e bradicinina apesar das duas fases serem induzidas pelo mesmo
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LQFM-015 mostrou atividade antinociceptiva apenas na segunda fase,
confirmando ser desprovido de efeito analgésico central e possivelmente retentor de
acao anti-inflamatoria. Este efeito pode ser devido a inibicdo da sintese de mediadores
responsdveis pela inflamacdo, como as prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos
entre outros (Silva et al., 2002). Este resultado confirma as propriedades anti-
inflamatdria desta molécula, ja visto in vitro pela inibicdo da enzima fosfolipase A,
(Martins, 2009).

O edema de pata induzido por carragenina é um dos modelos comumente
usados para a investigacdo de novos agentes anti-inflamatadrios (Villar et al., 1987
Vinegar et al., 1987). Este teste é realizado com a injecdo subplantar de carragenina
na pata posterior direita do animal e a injecao de salina na contralateral. A carragenina
tem uma agdo irritante, que provoca uma reagao inflamatdria. O desenvolvimento do
edema de pata induzido por carragenina em ratos é comumente correlacionado com o
exsudato precoce da inflamacdo, um dos importantes estagios da patologia do
processo inflamatdrio (Liew e Mclnnes, 2002). A elevacdo do volume do edema de
pata na primeira hora é devido a a¢do de histamina e serotonina na permeabilidade
vascular (Garcia et al., 1973; Vinegar et al, 1987). A inflamacdo aumenta
gradualmente e alcanca picos entre 3 e 4 horas ap6s a aplicacdo do agente flogistico.
Esta segunda fase pode ser devida a liberacdo de prostaglandinas e cininas
(bradicinina) no tecido das patas, que acompanha a migracdo leucocitéria (Vane, 1971;
Vinegar et al., 1987; Campos e Calixto, 1995).

LQFM-015 nas doses testadas inibiu significantemente o edema de pata
induzido por carragenina na segunda e terceira hora, mostrando que neste efeito
podem estar envolvidos tanto uma reducdo ou inibicdo da serotonina e histamina
qguanto prostaglandina, mediadores mais presentes na fase tardia do edema de pata. O
4-nerolidicatecol também conseguiu reduzir o edema de pata induzido por veneno de
cobra em ratos (Nunez et al, 2005), sugerindo que esta propriedade anti-inflamatéria

esteja preservada na molécula LQFM-015 que é originada do 4-nerolidicatecol.
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ida por carragenina é capaz de avaliar o infiltrado

de carragenina ocasiona a formacao do exsudato

na cavidade pleural (Ammendola et al., 1975; Almeida et al., 1980) e a migracao
leucocitdria (Compasso et al., 1975; Almeida et al., 1980). Estudos mostram que as
citocinas proé-inflamatdrias TNF-a e IL-1B tém um papel critico no controle tanto da
migracdo celular como da exsudacdo causada pela injecdo de carragenina na cavidade
pleural de camundongos (Frode et al., 2001). Outros estudos demonstram que as
concentracdes de Cox-2 no exsudato aumentam durante a pleurisia (Tomlinson et al,
1994) mostrando que esta enzima também esta presente neste processo inflamatério.

A atividade anti-inflamatéria de LQFM-015 foi confirmada com o teste de
pleurisia induzida por carragenina. Este teste é sensivel a farmacos anti-inflamatdrios
ndo esteroidais (AINEs) e esteroidais (Saleh et al.,, 1999 ). A carragenina causa um
processo inflamatério agudo em animais com formacdao de exsudato, que contem
leucdcitos migrados e uma grande variedade de mediadores inflamatdrios. O
tratamento com LQFM-015 (155 pumol/kg) reduziu em 26% o numero de células
migradas para o exsudato, confirmando possuir uma atividade anti-inflamatodria
podendo envolver nesta acdo um efeito antagonista, ou a reducdo na liberacdo de
mediadores inflamatdrios os quais promovem a quimiotaxia de leucdcitos, tais como,
(MIP)-1a, IL-8 e fator de plaquetas ( Frode et al., 2001; Frode et al., 2002).

A mieloperoxidase (MPQO) ¢é liberada por células ativadas no processo
inflamatdrio, por exemplo, neutréfilos, sendo um pardmetro que pode ser usado para
quantificar o grau de inflamagdo (Rosen e Michel, 1997). Esta enzima é encontrada
nos granulos azurdfilos de neutrdfilos e também em mondcitos (Lanza, 1998). A
ativacdo dos neutroéfilos induz o metabolismo oxidativo caracterizado por um intenso
consumo de oxigénio e producdo de substancias reativas como o anion hipoclorito (°
OClI). Dentre estas fontes geradoras do ‘OCl, encontra-se o sistema H,0,-MPO, no qual
a enzima mieloperoxidase reage com o H,0, formado pela acdo da NADPH oxidase,
culminando na formacdo da espécie reativa 'OCl. O hipoclorito é considerado um
potente agente microbicida que possui papel importante na defesa do hospedeiro
contra invasdo de bactérias, fungos e virus (Neve et al., 2001; But et al., 2002).

Contudo, sob certas circunstancias a liberacdo excessiva dessas espécies oxidantes
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e lesdo tecidual (Gaut et al., 2001). LQFM-015

Hativas que dependem de MPO, visto que o grupo

de animais pré-tratados com LQFM-015 mostrou uma reducdo de 66% na atividade da
enzima presente no exudato pleural. A reducdo na atividade da mieloperoxidase foi
mais intensa que a inibicdo da migracdo celular, sugerindo que a reducdo na atividade
enzimatica ndo é devida somente a uma diminuicdo no numero de células no sitio

inflamatorio.
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4-nerolidilcatecol, LQFM-015:

Reduziu o nimero de contor¢cdes abdominais sugerindo uma possivel acao
antinociceptiva.

N3o causou alteragcdes comportamentais indicativas de atividade no SNC.

No teste de formalina reduziu o tempo de reatividade a dor somente na
segunda fase, de forma dose dependente, sugerindo uma acdo anti-
inflamatdria que justifica a resposta observada no modelo de contorgdes.
Reduziu o edema de pata, diminui a migracao leucocitaria e a atividade da
enzima mieloperoxidase nos modelo in vivo de inflamacdo aguda induzida por
carragenina, confirmando o efeito anti-inflamatdrio desta molécula.

Esta acdo anti-inflamatdria vista nos testes utilizados pode ser devido a inibicao
da atividade da enzima PLA,, vista em modelos in vitro (Martins, 2009) e da
inibicdo de outra enzima envolvida no processo inflamatério como a

mieloperoxidase.

Entretanto mais estudos sdo necessarios para esclarecer por completo o

mecanismo de agao responsavel pelo efeito anti-inflamatdrio mostrado por LQFM-015

neste estudo.
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DERIVADO PIRAZOLICO.

1 INTRODUCAO

As duas classes de farmacos anti-inflamatorios esterdidais e ndao esterdidais
(AINEs) sdo muito utilizadas pela populacdo em doengas como artrite, lombalgias e
outros disturbios onde a dor e a inflamacdo estdo presentes (Dubois et al., 1998;
Damiani et al., 2001). Dentro da classe dos AINEs estdo presentes os derivados
pirazélicos que sao potentes analgésicos e anti-inflamatérios. O modo de agao desta
classe é principalmente a inibicdo da enzima ciclooxigenase, e as suas principais
reacOes adversas sao os disturbios gastrointestinais, os pirazélicos como a dipirona e a
fenilbutazona produzem outro efeito adverso a agranulocitose fatal (Roberts e
Morrow, 2005). Os analgésicos e anti-inflamatdrios existentes para uso clinico estao
longe de serem ideais com maior especificidade, com menor toxicidade e com boas
perspectivas para mitigar algumas modalidades de dor ainda de dificil terapéutica. Na
busca por novos agentes anti-inflamatdrios e/ou anti-nociceptivos que causem menos
efeitos colaterais, novos derivados de nucleo pirazélicos tém se destacado como
possiveis protétipos de farmacos (Miranda et al., 1993 e Assogba et al., 2005; Sauzem
et al.,, 2009; Gaston et al., 1995). Como por exemplo, o celecoxibe, um derivado
pirazodlico, potente anti-inflamatdrio, inibidor seletivo da Cox-2 que entrou no mercado
no fim do século XX (Kummer e Coelho, 2002).

Resultados anteriores com LQFM-002, (E)-N-(3,7-dimetilocta-2-6-dienil)-1,3-
dimetil-1-H-pirazol-5-amina, um derivado pirazdlico, mostraram a sua capacidade de
inibir in vitro a fosfolipase A, (PLA;), além de reduzir significantemente a migracao
celular em modelos de pleurisia induzida por carragenina em camundongos, mesma
forma foi capaz de inibir a concentracdo de azul de Evans nesses exsudatos, sugerindo
um efeito anti-inflamatério (Gomes, 2009). O objetivo deste trabalho foi caracterizar
os efeitos analgésico e/ou anti-inflamatdrio desta molécula, em diferentes modelos “in

vivo” em camundongos.
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Os reagentes e as drogas usadas neste estudo foram: solucdo de acido acético a
0,6% (v/v) (Merck, USA), dexametasona (Prodome, Brasil), carragenina (Sigma
Chemical, USA; 1%), diazepam (Cristdlia, Brasil), Veiculo (DMSO 20%, p/v em salina),
Indomethacin (Sigma), Dimorf® (Cristdlia-Ltda, Brasil), pentobarbital (Abbott, Brazil).
Uma solucdo de formalina (3.0%) foi preparada com formaldeido — (Synth, Brasil) em
solucdo de salina (NaCl 0.9%). LQFM-002 (PM: 247,2), solubilizada em salina + DMSO
20% p/Vv (sintetizada pelo laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal da Faculdade

de Farmdcia — Universidade Federal de Goias - UFG).

2.2 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos (25-30g) provenientes do
biotério central da UFG. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com racdo e
agua ad libitum a 22°C. O manuseio dos animais em todos os modelos experimentais
foi executado de acordo com as normas propostas pela SBCAL/COBEA, e os protocolos

aprovados pelo Comité de ética em pesquisa da UFG (Protocolo n® 182/10) — Anexo |.

2.3 Teste Farmacoldgicos
2.3.1 Contorgdo abdominal induzida por acido acético

O teste de contor¢des abdominais em camundongos seguiu a metodologia
descrita por Koster et al., (1959), no qual as contor¢bes sdo induzidas por acido
acético. Grupos de camundongos (n=9) foram tratados por via oral com LQFM-002
(200 umolL/kg), ou veiculo (10 mL/kg) ou indometacina (28 umol/kg), apds 60 minutos.
Todos os animais receberam por via intraperitoneal, acido acético 0,6 % v/v (10
mL/kg). Apos a aplicagdo de acido acético as contorgdes abdominais foram contadas
durante 30 minutos e os resultados foram expressos como média + E.P.M. de cada
grupo experimental em valores percentuais relativo ao grupo controle, tratado com

veiculo.

45


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended.

B 3 CO m p I ete Thank you for using

; PDF Complete.

Click Here to upg

Unlimited Pages = 8) foram tratados oralmente com veiculo (10

udato pleural de camundongos.

mL/‘kg), ou LQFM-002 (200 umol/kg) ou dexametasona (5,1 umolL/kg). Uma hora apds
os tratamentos, os animais receberam uma injecdo de carragenina 1% na cavidade
pleural (100 plL/cavidade) pelo espaco intercostal das costelas inferiores da caixa
tordcica. Quatro horas apds a aplicacdo do agente flogistico, os animais foram
submetidos a eutandsia com éter, a cavidade toracica foi aberta e um pequeno corte
foi feito no diafragma, logo abaixo do apéndice xifdide. Em seguida, a cavidade pleural
foi lavada com 1 mL de solucdo de PBS (pH 7,6) heparinizado. O liquido recolhido
(exsudato) 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 para determinar a concentracdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) A
concentragdo de TNF—a no exsudato pleural foi determinada através de método
imunoenzimatico (kit de ELISA da eBioscience), de acordo com os protocolos do
fabricante. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. em valores

percentuais relativos ao grupo controle.

2.3.3 Dor induzida por formalina

No modelo de dor induzida por formalina (3,0 %, v/v), 20 uL do agente
flogistico foram aplicados subcutaneamente na pata traseira direita dos camundongos
(n=7, por grupo), pré-tratados oralmente (60 minutos) com veiculo (10 mL/kg), LQFM-
002 (200 umol/kg), indometacina (28 umolL/kg) ou subcutaneamente com morfina (35
umol/kg). Os animais foram observados durante 30 minutos. Neste teste o
comportamento nociceptivo evidencia duas fases distintas: a primeira de 0 — 5 minutos
(fase de dor neurogénica) e a segunda de 15 — 30 minutos (fase de dor inflamatéria),
sendo determinado o tempo de lambida na pata injuriada (em segundos) nestes dois
intervalos (Hole e Hunskaar, 1987). Os resultados foram expressos como média +

E.P.M. do tempo de reatividade a dor em segundos.
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uméL/kg), ou subcutaneamente com morfina (35 pmol/kg). Os animais foram
colocados sobre a placa aquecida a 562 C. O tempo maximo de permanéncia para cada
animal na placa foi de 20 segundos, para ndao causar danos teciduais aos animais. O
tempo para reatividade a dor foi medido em segundos nos tempos: -60, zero, 30, 60,
90, 120 e 150 min. dos tratamentos.

O tempo em segundos que os animais levaram para morder, lamber ou
levantar uma das patas traseiras foi cronometrado e considerado como laténcia para o
comportamento nociceptivo, conforme descrito anteriormente por Woolfe e
MacDonald, 1994. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. do tempo, em
porcentagem relativa ao grupo controle considerado, como 100% de laténcia em cada

momento avaliado.

2.3.5 Teste do Campo Aberto

Foram utilizados grupos de 10 camundongos, tratados previamente pela via
oral com veiculo (10 mL/kg), LQFM-002 (800 pmol/kg) ou com diazepam (17,5
umol/kg). Sessenta minutos apds o tratamento, os animais foram colocados no centro
do campo-aberto e foram observados durante 5 minutos, sendo avaliada a atividade
exploratdria dos animais (nimero total de quadrados invadidos), o numero total do
levantar sobre as patas posteriores (rearings), o nimero de comportamentos de auto-
limpeza (groomings), o nimero de bolos fecais e o tempo total que os animais
permaneceram parados (Archer, 1973). Os resultados foram expressos como média *

E.P.M. de cada grupo experimental.

2.3.6 Teste da Barra Giratdria

Neste teste os animais sdo pré-selecionados 24 horas antes do teste onde
devendo apresentar um tempo de permanéncia de 2 minutos sobre a barra giratéria
(12 rpm). Grupos de animais pré-selecionados (n = 10) foram tratados por via oral, com
veiculo (10 mL/kg), LQFM-002 (800 umol/kg) ou diazepam (17,5 umolL/kg). Apds 60

minutos dos tratamentos os animais foram colocados na barra giratéria, sendo
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o tempo de permanéncia na mesma. O tempo

permitidas foi de trés (Duham e Miya, 1957). Os resultados foram expressos como

média t E.P.M. de cada grupo experimental.

2.3.7 Sono Induzido por Pentobarbital Sédico

Foram utilizados grupos de 10 camundongos, tratados previamente pela via
oral com veiculo (10 mL/kg), com LQFM-002 (800 umol/kg) ou com diazepam (17,5
umol/kg). Apds 60 minutos dos tratamentos, os animais receberam pentobarbital
sédico (201 umol/kg i.p.), sendo cronometrados os tempos de indugdo e recuperacdo
do sono. A perda e a recuperacao do reflexo postural foram tomados como indicativo
do inicio e final do sono (Carlini e Burgos, 1979). Os resultados foram expressos como
média + E.P.M. de cada grupo experimental, em segundos para laténcia e minutos para

duracdo do sono.

2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em média + E.P.M. (erro padrdo da média) em
valores absolutos ou percentuais relativos ao grupo controle. As diferencas foram
detectadas por analise paramétrica no teste andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Student-Newman-Keuls (Sokal e Rohlf, 1981) e na andlise ndo paramétrica foi
utilizado Kruskal-Willis seguido de teste Dun. As diferengas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.
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O tratamento com LQFM-002 (200 umol/kg), reduziu as contor¢des abdominais
para 85,7 + 3,89% em relacdo ao grupo tratado com veiculo (87,60 * 2,87).

Indometacina reduziu o numero de contor¢des abdominais para 56 + 5,2 % (Figura 1).

S
g 100 * C—1Veiculo 10 mL/kg, v.o
£ s s
£ .. L LQFM-002 200 pmol/kg, v.o
] .
% e >k Il Indometacina 28 umol/kg, v.o
0 504 ..
(]
2 .-
S .-
8 il *=p<0,05
0- **% = p <0,001

Figura 1: Efeito de LQFM-002 (200 pmol/kg), v.o no nimero de contor¢des abdominais de
camundongos, induzidas por acido acético (0,6 %, v/v) acumuladas em 30 minutos. A
indometacina (28 umol/kg, v.0.) foi usada como controle positivo do teste. As colunas e barras
verticais representam média + E.P.M. (n = 9 ) em valores percentuais relativo 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 o grupo controle utilizado.

3.2 Quantificacdo de TNF- a no exsudato pleural de camundongos
O tratamento com LQFM-002 (200 umol/kg, v.o) foi capaz de reduzir os niveis
de TNF-a para 74,4 + 1,86 % quando comparado com veiculo (58,41 + 3,59 pg/mL)

(Figura 2). Dexametasona reduziu as concentraces de TNF- o para 18,8 £ 2,3 pg/mL.

S 1004 —Veiculo 10 mL/kg, v.o
3
n =1 LQFM-002 200 umol/kg, v.o
* k%
£ ———— E=3 Dexametasona 5.1 umol/kg, v.o
S e
O IIIII
g soq i
= N N B CER
g e ***= < 0,001
o | 1 1 |s = w=.
N O O I e
O_

Figura 2: Efeito de LQFM-002 (200 umol/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
(n=7). Dexametasona (5,1 umol/kg) foi utilizada como controle positivo. *** p < 0,001 indica o
nivel de significancia das diferencas quando comparado com o grupo controle utilizado.
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tratémento com LQFM-002 na dose de 200 umol/kg ou morfina 35 umol/kg reduziram
significativamente o tempo de reatividade a dor sendo de 59 + 43 e 1,1 + 0,63 s
respectivamente, quando comparado com o grupo tratado com o veiculo (93,0 £ 7,5 s).
Na segunda fase (15-30 min) os tratamentos com o LQFM-002 (200 umol/kg) ou
Indometacina (28 umol/kg v.o0.) ou Morfina (35 umol/kg s.c.) reduziram o tempo de
reatividade a dor de 231,6 + 18 para 124 + 26,2; 62,7 + 7,8 e 0,3 * 0,2 s,

respectivamente (Figura 3).

A
w100+ I
ks
o 754
2 *
T b
S 504 )
S /1 Veiculo 10 mL/kg, Vv.0.
£ 25 [~ LQFM-002 200 pmolL/kg, v.o.
= . *kk
0- — Il Indometacina 28 umoL/kg, V.o.
[===3 Morfina 35 umolL/kg, s.c.
B *=p<0,05
2509 - **=p<0,01
200 *%% = p < 0,001

100+

*%

50 .
.
ol

Figura 3: Efeito de LQFM-002 (200 umol/kg, v.0.) no modelo de dor induzida por
formalina, A) primeira fase (0-5 min) e B) segunda fase (15-30 min). As Colunas e
barras verticais representam as médias + E.PM., do tempo de reatividade a dor dos
animais (n=7) expresso em segundos. Indometacina (28 umolL/kg, v.0.) e morfina (35
umol/kg, s.c.) foram utilizadas como controles positivos. p <0,05, ** p<0,01 e *** p
< 0,001 indicam o nivel de significancia das diferencas entre os grupos tratados e o
controle.

Tempo de reatividade (s)
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tempo de laténcia na placa quente aos 60 minutos e nas duas maiores doses aos 90
minutos do tratamento, quando comparado com o grupo controle tratado com veiculo
(10 mL/kg). Morfina (35 umolL/kg) aumentou este tempo a partir dos 30 min. do
tratamento. O grupo controle apresentou as seguintes laténcias 8,2 + 0,36 s; 8,77 %
0,665;6,94+0,845;3,92+0,375;5,47+0,68s;7,27+0,77 se 6,6 £ 0,82 s nos tempos
- 60, 0, 30, 60, 90, 120 e 150 min. respectivamente (figura 4).

—— Veiculo, 10 mL/kg, v.0.
500+ * LQFM 002 200 umoL/kg, V.o.

—— LQFM 002 400 umoL/kg, v.o.

400+ —— LQFM 002 800 umoL/kg, V.o.

300+ —e— Morfina 35 umol/kg, s.c.

200+

Laténcia (%)

*=p<0,05

0 T T T T T T 1
-60 -30 0 30 60 90 120 150

Tempo (min.)
Figura 4: Efeito de LQFM-002 (200, 400 e 800 pumol/kg, v.0.) ou morfina (35 umol/kg, s.c.) no
método de nocicepcdo induzida por calor (56 2 C). Os simbolos e barras verticais representam
as médias * E.PM., do tempo de reatividade a dor dos animais (n=7) expresso em porcentagem
relativa ao grupo controle. Morfina (35 umol/kg, s.c.) foi utilizada como controle positivo. p <
0,05, ** p<0,01 e *** p < 0,001 indicam o nivel de significancia das diferencas entre os grupos
tratados e o controle.

3.5 Teste do Campo Aberto

O tratamento com LQFM-002 (800 umolL/kg) aumentou significativamente o
numero de quadrados invadidos, e de comportamento de levantar sobre patas
posteriores bem como o de auto-limpeza e diminuiu o tempo parado no campo
aberto, quando comparado ao grupo tratado com veiculo. Diazepam (17,5 umolL/kg)
alterou todos os parametros observados neste teste, exceto o comportamento de

autolimpeza.
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barra giratéria, enquanto que o diazepam (17,5 wumol/kg) aumentou

significativamente o niumero de quedas neste teste (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito de LQFM-002 nos testes de campo aberto e rota-rod apés o
tratamento oral.

Parametros do campo aberto

Trat ; Rota-rod
ratamento N .
Deambulacao Levantadas Auto-limpeza Parado (s) (quedas)
(umol/kg)
Veiculo 96,0 % 8,6 43,5+3,4 0.8+0.2 19,6 +4,1 0,6% 0,5
LQFM-002 800  149.3 + 10.3** 62,5 + 3,5%* 4,6 +1,2%* 9,5+ 1,9% 04+0,8
Dz 17,5 52,0 + 12,8* 11.9+3,6 * 0,22+0,15 121,7 + 27,2* 2,5+0,7*

Resultados expressos como média + E.P.M. de dez camundongos, tratados com veiculo 10
mL/kg, v.o. (controle), LQFM-002 (800 umol/kg, v.0.) ou DZP (Diazepam - 17,5 umol/kg, v.o.).
*p < 0,05, quando comparado ao grupo controle.

3.7 Sono Induzido por Pentobarbital Sédico

O tratamento com LQFM-002 (800 umol/kg) ndo alterou significativamente a
laténcia ao sono, porém foi capaz de aumentar significativamente o tempo de sono,
qguando comparado ao grupo controle. O grupo tratado com diazepam 17,5 umol/kg

reduziu laténcia e aumentou a duracdo do sono (Tabela 2).
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P LQFM-002 no tempo de sono em

os ao teste de sono induzido por

Parametro
Tratamento

Laténcia ao sono (seg.) Tempo de sono (min.)

Veiculo 180.5+5.2 115.7+9.8

LQFM-002

+ " "
(800 umol/kg) 164.1+6.3 189.7 £ 16.2

Dz (17,5 pmol/kg) 115.4 + 5.2* 289.2 +17.6*

Resultados expressos como média + E.P.M. de dez camundongos, tratados
com veiculo 10 mL/kg, v.o. (controle), (LQFM-002 800 umol/kg) v.o. ou DZP
(Diazepam - 17,5 umol/kg, v.0.). *p < 0,05, quando comparado ao grupo
controle.
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1-002, um derivado pirazélico obtido por sintese,

reduziu a atividade da enzima fosfolipase A, in vitro em 18% além do que os
tratamentos com LQFM-002 nas doses de 100, 200 ou 400 pumol/kg foram capazes de
reduzir a migracao celular tanto nos modelos de peritonite como de pleurisia induzidos
por carragenina em camundongos em até 68 % na maior dose testada. O tratamento
com esta molécula também reduziu a concentracdo do azul de Evans em até 57 %,
demonstrando que a quantidade de proteinas, como a albumina, foi reduzida no
exsudato pleural. Estes resultados levaram o autor a sugerir que esta molécula tem
uma acdo anti-inflamatéria e que o mecanismo desta acdo envolve o bloqueio da PLA,.

Buscando melhor caracterizar o efeito anti-inflamatério desta molécula
avaliamos o efeito de uma dose intermedidria no modelo de nocicepcdo em
camundongos sensivel tanto a farmacos anti-inflamatdrios como analgésicos.

Com o método de contor¢des abdominais induzidas por acido acético em
camundongos, é possivel demonstrar a atividade antinociceptiva de um determinado
farmaco ou protdtipo de farmaco pertencente a diferentes grupos farmacoldgicos,
visto que esse modelo apresenta alta sensibilidade, porém baixa especificidade
podendo mostrar resultado falso-positivo. Dentre estes grupos podemos citar
depressores do sistema nervoso central, relaxantes musculares, anti-histaminicos,
inibidores da monoaminaoxidase entre outros, fazendo desta forma necessaria a
utilizacdo de outros métodos para comprovar a atividade analgésica (Koster et al,
1959; Rocha et al., 2007; Besson, 1999; Driessen, 2007).

O 4cido acético € um estimulo que produz uma resposta nociceptiva cuja
intensidade depende da interacdo de vdrios eventos, envolvendo neurotransmissores
e neuromoduladores que determinam esta nocicepc¢do. Assim este modelo é sensivel a
substancias analgésicas de acdo central e/ou periférica (Lapa, et al., 2005).

Como esperado o tratamento com LQFM-002 na dose utilizada foi capaz de
reduzir as contor¢des abdominais de camundongos corroborando com os resultados
obtidos por Gomes, 2009, pois este efeito neste modelo é esperado para um farmaco

anti-inflamatério. Este modelo, no entanto, ndao permite comprovar um efeito anti-
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(Collier et al., 1968).

O fator de necrose tumoral-a (TNF-a) é uma potente citocina proé-inflamatéria
produzida em grandes quantidades por macréfagos, que contribui com o
desenvolvimento da dor inflamatéria por intermédio de outras citocinas e a partir da
sensibilizacdo de nociceptores, além de mediar a migracdo de neutrdéfilos para tecidos
inflamados (Verri et al., 2006). O doseamento de citocinas e enzimas relacionadas com
o processo inflamatdrio tem se tornado uma maneira de avaliar a intensidade deste
processo tornando-se uma boa ferramenta para elucidar o mecanismo de agdo de
determinados farmacos capazes de reduzir os sinais inflamatérios e também para
avaliar a terapéutica em doengas inflamatdrias cronicas (Rosengren et al, 2003; Rocha
et al, 2006).

O tratamento com o derivado pirazélico LQFM-002 na dose testada (200
umol/kg) inibiu em 25 % a concentragdo de TNF-a. Este resultado confirma a
conclusdo de Gomes (2009) de que LQFM-002 possui atividade anti-inflamatoria,
sugerindo que nesta acdo, estd envolvidos mecanismos capazes de reduzir a
concentracdo desta citocina que tem papel fundamental como mediador inflamatério
(Barnes et al., 1998; Ribeiro et al., 2000; Francischetti et al, 2010). A reducdo nos
niveis de TNF-a pode ser responsavel pela reducdo na migracdo celular vista por
Gomes (2009) e em parte pelo efeito analgésico visto no modelo de contor¢des como
proposto por Ribeiro et al. (2000), em que os autores mostram uma alteracdo nos
niveis desta citocina neste modelo.

Os resultados anteriormente descritos para LQFM-002 juntamente com nossos
dados confirmam a atividade anti-inflamatéria desta molécula, no entanto nao
descartam uma acdo analgésica independente deste efeito. Buscando verificar uma
acao analgésica que independa de efeito anti-inflamatério utilizamos o modelo da dor
induzida por formalina.

A injecdo subcutdnea de formalina, em ratos, determina o aparecimento de
uma série de respostas motoras caracteristicas, cuja quantificacdo permite que se
avalie a intensidade da resposta nociceptiva (Dubuisson e Dennis, 1977). O modelo de

dor induzido por formalina possui duas fases bem distintas. A primeira fase, também
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30 minutos ap6s a injecdo do agente irritante.

As duas fases de resposta no teste de formalina tém mediagdo quimica e
mecanismos de modulacdo distintos, apresentando diferencas marcantes quanto a sua
sensibilidade a drogas analgésicas. Assim é que, na primeira fase é atribuido um
carater neurogénico, sendo sensivel a analgésicos opidides e a alguns agonistas das
vias descendentes, enquanto a segunda fase é caracterizada como dor de origem
inflamatéria, sendo sensivel a analgésicos e anti-inflamatdrios ndo esteroidais. (Corréa
e Calixto, 1993; Guimardes et al., 2010).

O derivado pirazolico LQFM-002 na dose testada foi capaz de reduzir o tempo
de reatividade a dor tanto na primeira fase como na segunda fase do teste de
formalina. Isto sugere que esta substancia possui uma acdo analgésica independente
de seu efeito anti-inflamatorio.

O envolvimento de mecanismos independentes da acdo anti-inflamatdria na
atividade analgésica da molécula LQFM-002 foi avaliado através do teste da placa
guente. Este teste é seletivo para deteccdo de substancias analgésicas com efeito
central (Ankier, 1974), podendo observar atividade analgésica mediada por
mecanismos centrais, espinhais e supra-espinhais como vistos com farmacos opidides,
sedativos e hipnéticos dentre outros (Woolfe e Macdonald, 1944; Silva et al., 2005).
No teste de placa quente os tratamentos com LQFM-002 nas doses utilizadas
aumentaram a laténcia a resposta nociceptiva dos animais sugerindo o envolvimento
de mecanismos antinociceptivos centrais no efeito analgésico desta molécula.

Para avaliar alteracbes comportamentais sugestivas de efeitos farmacolégicos
no sistema nervoso central, que pudessem corroborar o resultado obtido no modelo
de formalina e placa quente, vistos com a molécula LQFM-002, que justificassem o
efeito analgésico, realizamos os testes de campo aberto, barra giratéria e sono
induzido por barbiturico. Com o uso da maior dose, também foi possivel fazer uma
avaliacdo de possiveis efeitos neurotdxicos que pudessem comprometer os resultados

observados, visto que farmacos com atividade miorrelaxante podem apresentar
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O teste de campo aberto é um teste comportamental muito usado para avaliar
a emocionalidade em roedores (Alboneti e Farabollini, 1984), permitindo caracterizar
varios efeitos centrais, dentre eles o efeito de farmacos ansioliticos, baseando-se no
comportamento dos animais quando submetidos a um novo ambiente (Diana e
Sagratella, 1994). Neste teste é possivel verificar a atividade exploratdria dos animais,
através dos parametros de movimentacdo espontanea na periferia e no centro do
campo; o numero de comportamentos de auto-limpeza (“grooming”); de levantar
(“rearing”), assim como o tempo em que permanecem parados e a sua defecacdo
(como indice de emocionalidade), (Lapa et al, 2005).

O teste da barra giratdéria possibilita detectar interferéncias da possivel perda
de coordenagdo motora por sedagdo e/ou relaxamento muscular nos animais tratados
com a droga em avaliacdo, evitando resultado falso-positivo de efeito tipo-ansiolitico
(Duham e Miya, 1957; Mattei e Franca, 2006).

O tratamento dos animais com LQFM-002 causou um aumento na
deambulagcdo, no comportamento de auto-limpeza e de levantar e reduziu o tempo
gue os animais ficaram parado, ndo alterando a performance na barra giratéria.

O teste do sono induzido por pentobarbital sddico é utilizado para verificar uma
atividade estimulante ou depressora do sistema nervoso central, pois drogas
estimulantes reduzem o tempo de sono enquanto drogas depressoras, em geral,
aumentam o tempo do sono induzido por barbituricos. Porém é importante ressaltar
gue este teste ndo é totalmente especifico, pois drogas capazes de alterar o
metabolismo dos barbituricos podem resultar em falso-positivos (Carlini e Burgos,
1979; Mattei e Franca, 2006). Neste teste LQFM-002 ndo alterou a laténcia, porém,
aumentou o tempo para recuperacao do sono, sugerindo um efeito depressor central.
Esta depressdao pode ser considerada um indicativo de uma atividade sedativa, visto
gue o diazepam, um farmaco com atividade depressora central é capaz de aumentar o

tempo de sono (Duarte, 2007; Galdino et al., 2010).
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io de receptores opidides para a molécula LQFM-

002. Vale ressaltar que os efeitos observados nos testes de atividade central podem
ser vistos também com farmacos hipnoanalgésicos, como por exemplo, a morfina.
Estudos de comportamento em roedores mostram que a morfina é capaz de causar
hiperatividade e sedacdo que podem ser revertidos com o tratamento de naloxona

(Schunur e Barela, 2009).
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envolvido uma redugdo nos niveis de TNF-a além da redugao na atividade da
enzima PLA; descrita anteriormente.

® Esta molécula mostrou também um efeito analgésico independente da acdo
anti-inflamatoéria.

® Neste efeito parece estar envolvidos mecanismos centrais de controle da dor,

como por exemplo, um efeito semelhante aos de farmacos hipnoanalgésicos.
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da resposta imunolégica do organismo, sendo
também uma forma do individuo perceber a patologia que estd ocorrendo.

Os anti-inflamatdrios disponiveis no mercado estao longe de serem os ideais,
gue causem menos efeitos colaterais e ainda consigam mitigar as dores e inflamacdes.
Assim, a busca por novas moléculas anti-inflamatérias e com outros alvos
farmacolégicos se faz necessdria, seja através de fontes naturais ou por sintese de
novas moléculas.

LQFM-015 foi sintetizado em laboratdrio tendo como origem a molécula do 4-
nerolidilcatecol. Estudos anteriores in vitro, confirmaram a sua capacidade de inibir a
atividade da enzima PLA,.

Nosso trabalho avaliou, em modelos animais, a atividade anti-inflamatéria e/ou
analgésica desta molécula.

No modelo de dor induzido por acido acético, LQFM-015 reduziu o nimero de
contor¢des de maneira dose dependente. LQFM-015 possui uma ac¢ao antinociceptiva.

Para avaliar se a acdo antinociceptiva vista no teste de contor¢des abdominais
nao se tratava de um resultado falso positivo, foram realizados os testes: de barra
giratdria, de campo aberto e de sono barbiturico. Nossos resultados descartaram
atividade miorelaxante, bem como uma acdo depressora ou excitatéria no SNC.

No modelo de dor induzido por formalina, LQFM-015 reduziu de forma dose
dependente somente a segunda fase do teste (fase inflamatéria), ficando evidente a
atividade inflamatdria desta molécula. Esta atividade foi confirmada nos modelos de
inflamacdo aguda induzidos por carragenina, edema de pata e pleurisia.

LQFM-015 também foi capaz de reduzir a atividade da enzima mieloperoxidase,
enzima que é liberada nos sitios de inflamacao por neutréfilos ativados.

Nossos resultados mostram que LQFM-015 é dotado de uma acdo anti-
inflamatdria na qual podem estar envolvidas agbes inbitdrias nas atividades das

enzimas mieloperoxidase e PLA, como mostrado anteriormente.
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razélico que em estudos anteriores, com modelos

acao anti-inflamatéria e ac¢do inibitéria sobre a

atividade da enzima PLA, in vitro.

LQFM-002, na dose utilizada, foi capaz de reduzir as contor¢des abdominais

induzidas por acido acético.

Para caracterizar o mecanismo de acdo anti-inflamatério de LQFM-002, foi

avaliado a sua acdo nos niveis de TNF-a presente em exsudato pleural. LQFM-002

reduziu significativamente a concentragao de TNF-a.

No modelo de dor induzido por formalina, LQFM-002 foi capaz de reduzir

significativamente as duas fases (dor neurogénica e dor inflamatéria).

No modelo de placa quente, LQFM-002 foi capaz de aumentar a laténcia a dor.

O tratamento com LQFM-002 causou uma acgdo excitatoria nos animais,

observada no teste do campo aberto e uma acao depressora, vista no teste do sono

barbiturico, efeitos comuns aos farmacos ansioliticos ou hipnoanalgésicos.

LQFM-002 possui uma acdo analgésica central e no mecanismo da acdo anti-

inflamatdria desta molécula estd envolvida uma reducgdo nos niveis de TNF-a.
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