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RESUMO

DE OLIVEIRA, Joyce Mattos. Avaliacdo farmacologica das atividades antinociceptiva e
anti-inflamatoria do composto hibrido: (-cis) (6-etil-tetraidro-2H-pirano-2-il)metil 2-(2-
(2,6-diclorofenilamino) fenil acetato. 2022. 128 p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Fisiologicas e Farmacologia). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Departamento de
Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Os analgésicos estdo entre uma das classes de medicamentos mais utilizadas para o
tratamento ou alivio de situacdes dolorosas e inflamatorias. Porém, devido ao grande numero
de efeitos colaterais e muitas vezes da ineficicia dessas drogas, se faz necessaria a busca por
novos farmacos. Quando um novo composto apresenta respostas promissoras, a conjugacéo
de estruturas bioativas especificas em uma unica molécula pode ser realizada atraves da
hibridacdo molecular. Uma saida eficaz de planejar racionalmente novos farmacos que tenha
acdo sinérgica e/ou diminuicdo de efeitos adversos. O objetivo deste estudo foi avaliar a
atividade antinociceptiva aguda e cronica e anti-inflamatéria do novo composto hibrido: (£-
cis) (6-etil-tetraidro-2H-pirano-2-il)metil 2-(2-(2,6-diclorofenilamino) fenil acetato (LS26),
sintetizado a partir da hibridacdo do composto [(£)-Cis)(6-etil-Tetrahidro-2H-Pirano-2-
il]Metanol (LS20) e o anti-inflamatdrio ndo-esteroidal diclofenaco de soédio. O composto
LS26 foi administrado pela via oral em todos os animais e em todos os modelos
experimentais. De acordo com os resultados, 0 composto possui atividade antinociceptiva
aguda observada nos modelos de contor¢bes abdominais, formalina (ambas as fases) e
imersdo da cauda em agua quente. O mecanismo de acdo do composto envolve o sistema
opioide, tendo em vista que a aplicacdo de antagonistas seletivos opioides foram capazes de
reduzir o efeito antinociceptivo do composto hibrido. A via NO/GMPc/K*ATP também é um
dos mecanismos de acdo do LS26 devido a reducdo do efeito antinociceptivo com a
administracdo prévia de L-NAME, ODQ e glibenclamida. A atividade antinociceptiva aguda e
cronica sobre a alodinia induzida pela constricdo crénica do nervo ciatico, também foi
observada no modelo de dor neuropética devido a inibi¢cdo da producédo de IL-1B e IL-6 no
nervo ciatico. O composto ndo apresenta relacdo entre o efeito antinociceptivo e um déficit
motor, de acordo com os resultados do teste de rota-rod. Quanto a atividade anti-inflamatoria,
0 composto LS26 apresentou atividade anti-edematogénica, pois foi capaz de reduzir a
migracao leucocitaria e a producéo de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, TNF-o e 1L-6
e aumentar a sintese da citocina anti-inflamatdria IL-10 no modelo da bolsa de ar subcuténea.
O composto apresentou seletividade para a inibicdo da COX-2 observada na avaliacdo in
vitro. No teste toxicologico, 0 composto ndo apresentou alteragdes agudas e subcronica nas
avaliacGes microscopicas e macroscopicas. Esses resultados indicam atividade antinociceptiva
através dos receptores opioides e a via NO/GMPc/K*ATP, além de atividade anti-inflamatéria
com inibicdo da migracdo leucocitaria, reducdo dos niveis de IL-1B, TNF-a e IL-6, aumento
de IL-10 e atividade inibitéria seletiva sobre a COX-2. Podemos entdo sugerir que o



composto hibrido LS26 possui efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério além de ser atoxico
em modelos animais.

Palavras-chave: nocicepgéo, sistema opioide, inflamac&o, migracéo leucocitaria.

ABSTRACT

DE OLIVEIRA, Joyce Mattos. Pharmacological evaluation of the antinociceptive and
anti-inflammatory activities of the hybrid compound: (x-cis) (6-ethyl-tetrahydro-2H-
pyran-2-yl)methyl 2-(2-(2,6-dichlorophenylamino) phenyl acetate. 2022. 128 p. Thesis
(Doctorate of Physiological Sciences, Pharmacology). Institute of Biological Sciences and
Health, Departament of Physiological Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2020.

Analgesics are among one of the most commonly used drug classes for the treatment or relief
of painful and inflammatory conditions. However, due to the large number of side effects and
often the ineffectiveness of these drugs, it is necessary to search for new drugs. When a new
compound shows promising responses, the conjugation of specific bioactive structures in a
single molecule can be performed through molecular hybridization. An effective way to
rationally plan new drugs that have synergistic action and/or decrease adverse effects. The
aim of this study was to evaluate the acute and chronic antinociceptive and anti-inflammatory
activity of the new hybrid compound: (£-cis) (6-ethyl-tetranydro-2H-pyran-2-yl)methyl 2-(2-
(2, 6-dichlorophenylamino) phenyl acetate (LS26), synthesized from the hybridization of the
compound [(z)-Cys)(6-ethyl-Tetrahydro-2H-Pyran-2-yl]Methanol (LS20) and the non-
inflammatory anti-inflammatory steroid diclofenac sodium. The compound LS26 was
administered orally in all animals and in all experimental models. According to the results, the
compound has acute antinociceptive activity observed in the abdominal writhing models,
formalin (both phases) and immersion of the tail in hot water. The mechanism of action of the
compound involves the opioid system, considering that the application of selective opioid
antagonists were able to reduce the antinociceptive effect of the hybrid compound. The
NO/cGMP/K+ATP pathway is also one of the mechanisms of action of LS26 due to the
reduction of the antinociceptive effect with the administration prior L-NAME, ODQ and
glibenclamide. Acute and chronic antinociceptive activity on allodynia induced by chronic
constriction of the sciatic nerve was also observed in the neuropathic pain model due to
inhibition of IL-1p and IL-6 production in the sciatic nerve. The compound shows no
relationship between the antinociceptive effect and a motor deficit, according to the results of
the rota-rod test. As for anti-inflammatory activity, the LS26 compound showed anti-
edematogenic activity, as it was able to reduce leukocyte migration and the production of pro-
inflammatory cytokines such as IL-1p, TNF-o and IL-6 and increase cytokine synthesis anti-
inflammatory IL-10 in the subcutaneous air bag model. The compound showed selectivity for
COX-2 inhibition observed in in vitro evaluation. In the toxicological test, the compound did
not present acute and subchronic alterations in the microscopic and macroscopic evaluations.
These results indicate antinociceptive activity through opioid receptors and the



NO/cGMP/K+ATP pathway, in addition to anti-inflammatory activity with inhibition of
leukocyte migration, reduction of IL-1B, TNF-a and IL-6 levels, increase of IL-10 and
selective inhibitory activity on COX-2. We can therefor suggest that the hybrid compound
LS26 has antinociceptive and anti-inflamatory effects in addition to being non-tocix in animal
models.

Keywords: nociception, opioid system, inflammation, leukocyte migration.
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1 INTRODUCAO

A dor desempenha um papel fundamental na fisiologia, sendo um dos fatores
responsaveis pelo controle da homeostasia do organismo. Por sofrer influéncias de
experiéncias prévias que determinam a individualidade de cada pessoa, a dor se caracteriza de
maneira subjetiva, englobando vivéncias fisicas e psiquicas, tornando dificil sua definicdo e
tratamento.

Segundo a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), a dor atinge a0 menos
30% da populacdo brasileira, e 10 a 40% dos casos tem duracdo superior a um dia. A
estatistica oficial de dor no Brasil ainda é inexistente, mas é possivel notar um aumento nos
ultimos anos. A dor é a principal causa de afastamento do trabalho, limitacdo e sofrimento,
gerando perda de qualidade de vida e consequéncias importantes psicossociais e econémicas.

Quando presente um dano tecidual, a dor serd& acompanhada de inflamacdo. O
processo inflamatorio € uma resposta adaptativa a estimulos como infecgdo, trauma, cirurgias,
queimaduras, isquemia ou tecido necrotico.

Apesar da inflamacao ser um processo complexo e benéfico para o corpo humano ela
pode gerar alguns sinais classicos que podem levar a algum tipo de desconforto ou até mesmo
gerar sinais que acabam por interferir na qualidade de vida das pessoas, incluindo a dor. A dor
tem um papel protetor importante, pois alerta sobre perigos, permitindo um impulso para a
preservacdo da integridade do corpo. Entretanto em certas situagdes, como diante de um
descontrole inflamatorio, ela se torna indesejavel e até incapacitante para o individuo.

Dessa maneira, muitas vezes é necessario fazer uma intervencdo através dos
farmacos para o tratamento da dor e da inflamagdo, embora os medicamentos disponiveis
atualmente no mercado apresentem efeitos colaterais significativos que reduzem amplamente
seu uso. Sem contar algumas patologias sem tratamento efetivo.

Os efeitos adversos presentes em farmacos usados atualmente limitam grandemente a
préatica clinica, ampliando a procura por analgésicos mais eficazes e principalmente seguros
para 0 uso. Com um perfil melhor ao desenvolvimento de efeitos adversos. Por isso, a busca
por novas moléculas com potenciais farmacoldgicos se torna imprescindivel.

Em 2006, MARINHO e colaboradores evidenciaram atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria para o composto acido-+-cis-6-etil-tetraidropirano-2-il-formico apos sua sintese.
Assim, diante da eminente necessidade de descoberta de novos produtos com atividade
analgésica e anti-inflamatoria associada com potencial farmacoldgico, foram sintetizados 10
derivados tetrahidropiranicos (CAPIM et al., 2012). Onde um dos derivados, 0 composto [(%)-
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Cis)(6-etil-Tetrahidro-2H-Pirano-2-il]JMetanol (LS20), foi hibridizado com o anti-inflamatério
ndo esteroidal diclofenaco, dando origem ao composto quimico hibrido (x-cis) (6-etil-
tetraidro-2H-pirano-2-il)metil 2-(2-(2,6-diclorofenilamino) fenil acetato (LS26). A fim de
produzir um novo composto com caracteristicas mais promissoras e menor toxicidade.

Os compostos LS20 e LS26 foram fornecidos pelo grupo do Professor Doutor Mério
Luiz Aratjo de Almeida Vasconcellos do Laboratério de Sintese Orgéanica Medicinal da
Paraiba da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), a fim de investigar o potencial

terapéutico para o controle da dor e no tratamento das patologias inflamatdrias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inflamacéo

Ha muitos agentes que podem causar diversos danos a satde dos seres humanos, como
bactérias, virus, fungos, agentes quimicos, dentre outros. A fim de diminuir os danos causados
por esses agentes, 0s organismos possuem estruturas e sistemas de defesa. Dessa forma, a
inflamacdo € o mecanismo de defesa natural do corpo para reduzir estimulos prejudiciais,
como infecgdes e/ou lesdes teciduais e iniciar o processo de cicatrizacdo (SHEN et al., 2017;
AGHASAFARI, 2019).

A reacdo inflamatdria no local da invasdo com o objetivo de proteger o individuo de
um ataque agressivo  desenvolve-se  rapidamente (MATSUZAWA-ISHIMOTO
et al., 2018). Tal processo foi descrito pela primeira vez ha mais de dois mil anos por
Cornelius Celsius, assim como alguns sinais cardinais da inflamacdo, usados até hoje, tais
como: rubor (vermelhiddo, referente a hiperemia); calor (relacionado ao aumento do fluxo
sanguineo a atividade metabolica dos mediadores celulares envolvidos); tumor (inchaco,
ocasionado pelo aumento da permeabilidade vascular e do extravasamento de proteinas para o
espaco intersticial); dor (devido a sensibilizacdo das terminagdes nervosas associadas). E um
quinto sinal cardinal foi descrito por Virchow — a perda de fungdes (por conta da disfungéo
dos 6rgdos envolvidos) — que atualmente também foi inserido para descrever tais sinais
(AHMED, 2011; AGHASAFARI et al., 2019).

A inflamacdo aguda é um processo benéfico que ajuda a isolar a regido afetada e
permite que o restante do sistema imunolédgico se mobilize para curar as lesdes (VARELA et
al., 2018). Ja a inflamacao cronica, por outro lado, transforma-se em um obstaculo ao invés de
solucdo para os tecidos lesionados. Tecidos cronicamente inflamados normalmente passam a
convocar células imunes da corrente sanguinea, podendo destruir tecidos saudaveis ao redor
na tentativa mal direcionada de iniciar o processo de cura (KUNNUMAKKARA et al., 2018).

A vasodilatacdo, o aumento da permeabilidade vascular e a formagdo do exsudato,
observados na regido inflamada, ocorrem em consequéncia da atividade de mediadores
inflamatdrios (histamina liberada por mastdcitos, prostaglandinas e leucotrienos), que
promovem 0 acesso das celulas imunes responsaveis tanto pela instalagdo quanto pela
resolucéo do processo inflamatorio (Figura 1) (SALMON; HIGGS, 1987; MULLER, 2014).
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Figura 1: Principais componentes da resposta inflamatéria. (Adaptada de Kumar; Abbas; Aster 2013).

2.2 Anti-inflamatorios Nao Esteroidais (AINES)

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) constituem uma classe diversificada
de medicamentos amplamente utilizados para aliviar a dor, reduzir a inflamacéo e diminuir a
febre. Desde a sua descoberta, esses farmacos tém sido fundamentais no tratamento de uma
variedade de condicBes médicas, incluindo artrite, dores musculares, célicas menstruais e
inflamacGes decorrentes de lesdes (RAAIJMAKERS et al., 2022).

A histéria dos AINES remonta ao século XI1X, quando os pesquisadores comegaram
a explorar os efeitos terapéuticos dos salicilatos, como a aspirina. A descoberta de que esses
compostos podiam aliviar a dor e a inflamacdo sem os efeitos colaterais associados aos
esteroides marcou um avanco significativo na medicina. Desde entdo, a classe dos AINES
expandiu-se para incluir uma variedade de substancias, como o ibuprofeno, o diclofenaco e o
naproxeno, cada uma com suas proprias caracteristicas farmacologicas e indicagdes
especificas (MONTINARI et al., 2019).

A acdo dos AINES baseia-se principalmente na inibigdo da enzima ciclooxigenase
(COX), responsavel pela produgdo de prostaglandinas, substancias que desencadeiam a
inflamacdo, a dor e a febre. Ao bloquear a COX, esses medicamentos reduzem a sintese de
prostaglandinas, aliviando assim os sintomas associados a inflamacdo. No entanto, é
importante destacar que a inibicdo da COX também pode resultar em efeitos adversos, como
irritacdo gastrica, ulceracdo e até mesmo complicacGes cardiovasculares, especialmente em
individuos predispostos (MONTINARI et al., 2019; RAO et al., 2018).
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A escolha do AINE mais adequado para um paciente especifico depende de véarios
fatores, incluindo a gravidade da condicdo médica, a presenca de comorbidades e as
preferéncias individuais do paciente. Enquanto alguns AINES, como o ibuprofeno, séo
frequentemente utilizados para tratar dores leves a moderadas, outros, como o diclofenaco,
podem ser mais eficazes no controle da inflamacdo aguda. Além disso, a formulacdo do
medicamento, seja oral, topica ou injetavel, também pode influenciar a escolha do tratamento
mais apropriado (HARIRFOROQOSH et al., 2013).

Embora os AINES sejam amplamente considerados seguros quando usados
adequadamente e por curtos periodos, seu uso prolongado ou em doses elevadas pode
aumentar o risco de efeitos adversos, especialmente no trato gastrointestinal e no sistema
cardiovascular. Portanto, é essencial que os pacientes sigam as orienta¢fes do médico quanto
a dose e duracdo do tratamento, além de estar cientes dos sinais de complicacfes potenciais,
como sangramento gastrointestinal ou retengdo de liquidos. os anti-inflamatdrios néo
esteroidais desempenham um papel crucial no manejo da dor, da inflamacgéo e da febre em
uma variedade de condi¢cBes médicas. No entanto, seu uso deve ser cauteloso, considerando 0s
potenciais riscos e beneficios para cada paciente. Uma abordagem individualizada, com base
na avaliacdo completa do histérico médico e das caracteristicas do paciente, é fundamental
para garantir a eficécia e a seguranca desses medicamentos (HARIRFOROOSH et al., 2013).

2.3 Componentes da Inflamagéo

Atualmente sabe-se que a inflamacdo se apresenta em muitas formas e modalidades
que séo regidas por diferentes mecanismos de inducdo, regulacdo e resolucdo. Entretanto, de
uma forma geral pode-se dividir didaticamente a resposta inflamatéria em quatro
componentes principais: os indutores inflamatdrios (podem ser organismos infecciosos ou
estimulos néo infecciosos, como toxina ou substancias estranhas ao corpo) (SHIRAZI et al.,
2017), os sensores que detectam os indutores e acionam a producdo de mediadores. Os
mediadores inflamatorios, por sua vez, sdo substancias quimicas enddgenas que podem
produzir a sensagéo de dor, podem promover ou inibir a inflamagéo e o reparo de tecidos, no
qual sdo induzidos por sensores, e as celulas e tecidos-alvo que sdo afetados pelos
mediadores inflamatorios (figura 2) (SHIRAZI et al., 2017; VARELLA et al., 2018).
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Figura 2: Componentes da inflamacé&o. (Adaptado de MEDZHIMOV, 2010).

2.3.1 Indutores da Inflamacéo

Dentre os indutores podemos citar o padrdo molecular associado a patégeno
(PAMP). Os PAMPs podem ser o fragmento do DNA/RNA de uma bactéria ou seu flagelo
(PENG et al.; 2018). O padrdo molecular associado ao dano (DAMP) também é um outro tipo
de indutor, que sdo moléculas liberadas de células danificadas do hospedeiro como 0 DNA
mitocondrial por exemplo, como mostra a Figura 3 (PATIDAR et al.; 2018).

Os PAMPs e DAMPs séo reconhecidos por uma classe de receptores chamados
Receptor de reconhecimento de padrdo (PRR) (SAIJO, et al.; 2018). Tais receptores podem
estar presentes na superficie de membranas celulares, por exemplo, receptores do tipo “Toll”
(TLR) e receptor de lectina do tipo C (CLR) (AGHASAFARI et. al.; 2018). Ou, podem estar
no citoplasma das células, como por exemplo, o receptor do tipo “Nod” (NLR) YANG et al.;
2019) e receptor do tipo RGI-I (RLR) (AGHASAFARI et al.; 2018)

Tais receptores podem ser encontrados em macrofagos e células dendriticas e ap6s
sua ligacdo com os PAMPs e DAMPs véo levar a ativacdo de fatores de transcrigdo
(AMARANTE-MENDES et. al., 2018). Um dos principais é o NF-xB (fator nuclear kappa B)
que ativa a transcricdo de diversas proteinas, como citocinas, enzimas e receptores. Estas
novas proteinas produzidas vao amplificar a acdo de outros mediadores ja presentes nas
células (como serotonina das plaquetas e histamina dos mastocitos) ou de mediadores
formados no plasma (como as proteinas do sistema complemento e as cininas) iniciando 0s

processos de edema, migragéo celular e dor (ZHANG et al., 2017).
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Figura 3: Esquema geral da resposta inflamatéria. A resposta do tecido a DAMPs e
PAMPs leva a liberacdo de citocinas e outros mediadores que visam isolar o local e destruir o agente
agressor, principalmente através da migracéo de leucécitos. Estes mediadores levam ao aparecimento dos
sinais cardinais da resposta inflamatdria, edema, calor, rubor e dor com eventual perda da funcéo
decorrente do dano tecidual. DAMPS: padrBes moleculares associados a danos; PAMPs: padroes
moleculares associados a patégenos; TNF: fator de necrose tumoral, IL-1: interleucina 1; IL-6:
interleucina 6; ROS: espécies reativas de oxigénio. (Modificado de VARELA et al., 2018)

=

O NF-xB quando ¢ liberado transloca-se para o nucleo, induzindo a producdo de
citocinas inflamatdrias como: Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina - 1 (IL-1),
interleucina — 6 (IL-6) e quimiocinas (MCP-1/CCL2 e CXCL8), bem como prostaglandinas.
Tais mediadores inflamatdrios agem sobre os tecidos-alvo incluindo os vasos sanguineos
locais, para induzir a vasodilatacdo, extravasamento de neutrofilos e plasma para o tecido
infectado (MEDZHITQV, 2008).

2.3.2 Mediadores Inflamatorios

Diversos mediadores inflamatorios sdo produzidos e/ou liberados pela acdo dos
indutores do processo inflamatorio, com efeito sobre os vasos e sobre o recrutamento de
leucdcitos. Os mediadores podem ser derivados de proteinas do plasma como o sistema
complemento, ou secretados por células como leucdcitos (macréfagos especializados e
mastocitos) ou pelas células ja presentes nos tecidos locais. Alguns mediadores sdo pré-
formados e armazenados em granulos nos basofilos e mastocitos ou estdo livres no plasma
como precursores inativos. E, outros mediadores sdo produzidos diretamente como resposta
ao estimulo (MEDZHITOV, 2008).

Os mediadores inflamatorios podem ser classificados em oito grupos de acordo com

sua propriedade bioquimica: | — aminas vasoativas; Il- peptideos vasoativos; Il1- fragmentos
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de componentes do complemento; 1V- mediadores lipidicos; V- citocinas; VI- quimiocinas;
VII- enzimas proteoliticas; VIII- Oxido nitrico (MARCINKIEWICZ et al., 2003;
MEDZHITQOV, 2008).

As primeiras alteracbes observadas durante a inflamagdo sdo decorrentes das
alteracbes no fluxo vascular e no calibre dos pequenos vasos sanguineos (SHIRAZI, et. al.,
2017). Aos poucos, alteracbes no endotélio facilitam a permeabilidade vascular levando ao
extravasamento plasmatico. O acumulo desse fluido no espaco intersticial é caracterizado
como edema (REGLERO - REAL et al., 2016; TRAYES et al.,, 2013). As quimiocinas,
ajudam no extravasamento, no qual os leucdcitos sdo atraidos para o espaco intersticial,
deixando a corrente sanguinea (Figura 4). Na maioria dos tecidos, a cascata de recrutamento
leucocitario envolve comumente as etapas de rolagem, adesao e, finalmente, transmigracéo de
leucdcitos através da barreira (ARRIAGADA, et. al., 2019).

A vasodilatacdo é mediada sobretudo pela acdo das aminas vasoativas (histamina e
serotonina), conhecidas como fatores edematogénicos. A histamina age primordialmente nos
receptores Hi na microcirculagdo e séo liberadas principalmente por mastécitos (BRANCO, et
al., 2018). Ja a serotonina pode ser liberada pelas plaquetas e células enterocromoafins agindo
nos seus receptores proprios, 5-HTR, variando nas isoformas 5-HTR1-7 (SCHOENICHEN et
al., 2019; WU et al., 2019).

Os peptideos vasoativos como a substancia P e a bradicinina também ajudam nesse
processo. A substancia P é liberada pelos neurbnios sensoriais onde ird agir no receptor de
neurocinina 1 (NK1R) (SCHANK e HEILIG, 2017). Se encontra armazenada em vesiculas
secretoras e sua acdo tem como consequéncia a liberacdo de histamina pelo mastocito
(SUVAS, 2017). Ja a bradicinina pode ser formada no plasma pela a¢do do sistema calicreina-
cinina e vai agir nos seus receptores do tipo B1 e B2 (RICCIARDOLDO et. al., 2018; TANG et
al., 2018) e além da vasodilatacdo, ela também esta envolvida nos processos de dor (CHOI e
HWANG, 2018).

A histamina, serotonina, substancia P, entre outras ajudam a mediar as alteragdes
funcionais resultando em aumento da permeabilidade vascular como ja citado (JIA, et al.,
2019). A expresséo e liberagdo desses mediadores, em partes, sdo controladas por
anafilotoxinas (AJOANA, et, al., 2019).

Essas moléculas em conjunto induzem a liberagdo do potente vasodilatador oxido
nitrico (ON), aumentando o edema por modificar completamente o fluxo sanguineo local (SU,
2017; ANCION, et al., 2019).

26



O efeito vasodilatador também é influenciado pela producdo de prostandides
formados a partir do &cido araquidénico presente nas membranas celulares (HARA et al.,
2019). Esses prostanoides sao sintetizados a partir da acdo da enzima ciclooxigenase (COX).
Ja foram elucidadas trés isoformas da COX em humanos (CALDER, 2017). Sendo a terceira,
uma ciclooxigenase que foi proposta como uma isoforma além da COX-1 e COX-2. No
entanto, seu papel e sua existéncia sdo temas de debate e investigagdo continuos na
comunidade cientifica. Os estudos sugeriram que a COX-3 poderia ser uma forma de
ciclooxigenase responsavel pelos efeitos analgésicos do paracetamol, separada das isoformas
COX-1 e COX-2. No entanto, a identificacdo e caracterizacdo precisa da COX-3 tém sido
desafiadoras (BAPNA, et al., 2015). Tanto a COX-1 quanto a COX-2 transformam o acido
araquidonico em prostaglandina G2 (PGG2) e em seguida, apds uma peroxidacdo, reduz a
PGG: em prostaglandina H2 (PGH2) (INNES e CALDER, 2018; WANG, et. al., 2019). Apds
a formacdo, a PGH:2 é metabolizada em prostaglandina E> (PGE-z), prostaglandina D, (PGD>),
prostaciclina/prostaglandina 1> (PGl;) e tramboxano A> (TXA2) por meio de enzimas
catalisadoras especificas. Todas as prostaglandinas possuem um papel importante na
vasodilatacdo atraves de receptores especificos distribuidos no musculo liso vascular das
arteriolas (RONCHETT]I, et al., 2017).

A COX-1 é a isoforma constitutiva que medeia a¢des fisiolégicas, como manutencao
da funcéo gastrica, regulacdo da funcdo renal, modulacdo da agregacdo e funcdo plaquetaria,
mas em alguns casos pode estar envolvida em processo patoldgicos (TSUGE et al., 2019).
Diante do processo inflamatério, a isoformas COX-2 tem sua produc¢do induzida por citocinas
liberadas principalmente por macréfagos ativados pelos PAMPs ou DAMPs, entre elas a
interleucina-1p (IL-1pB), o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), ¢ a interleucina-6 (IL-6)
(Figura 3) (SETHI, et al., 2019; DESAI et al., 2018).

A citocina TNF-a produzida por células mononucleares e polimorfonucleares esta
envolvida na patogénese de muitas doencas e estimula potentes efeitos inflamatdrios como:
inducdo de moléculas de adesdo no endotélio (ICAM-1 e VCAM-1) (EL ALWANI et al.,
2006); aumento da permeabilidade vascular, aumento de fatores de crescimento para
angiogénese e ativacdo de neutréfilos e fagocitos. Quando ha liberagdo sistémica de TNF-a
pode induzir além de febre, a secrecdo de proteinas de fase aguda pelo figado, ativar a cascata
de coagulacdo, induzindo vasodilatacdo sistémica levando a quadros de hipotensdo, e
hipoglicemia (SHERWOOD, et al., 2004).

A 1L-6 pode ser induzida por infeccdo ou outros tipos de inflamacio. E produzida

principalmente por macrofagos e atua como proteina de fase aguda, aumentando a resposta
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inflamatoria do corpo. Um de seus efeitos é induzir a producédo de Proteina C Reativa (PCR) e
fibrinogénio, além de reduzir os niveis de albumina, zinco e ferro por meio de véarios
mecanismos (FRANCO et, al., 2020; TANAKA, et al.; 2014).

A IL-1p esta envolvida em diversas desordens inflamatorias, como patogénese
diabética, artrite reumatoide e cancer (GRAY, et al., 2015). E uma citocina produzida na sua
forma inativa, (pro-IL-1p), que ¢ transformada pela a¢do da caspase-1 em sua forma ativa e
liberada no meio extracelular (EDER, 2009). A IL-1p ativa uma cascata de sinaliza¢do que
induz a transcricdo de outras citocinas e quimiocinas favorecendo o recrutamento e ativagédo
de linfdcitos, além de aumentar a expressdo de genes para a COX-2; fosfolipase A2 (enzima
importante para a producéo de COX) (DESAI, et al., 2018; WITKAMP, 2000).
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Figura 4: Mecanismo de migracao de leucdcitos através dos vasos sanguineos e o papel das citocinas na
inflamacdo. A figura mostra como alguns mediadores inflamatérios (histamina, citocinas, quimiocinas,
entre outros) produzidos por células de defesa acabam por interferir na permeabilidade da membrana e
atrair leucécitos da corrente sanguinea em dire¢do ao sitio inflamatdrio (Modificado de MARKIEWSKI e
LAMBRIS, 2007).
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2.4 Nocicepcéo e Dor

A definicdo padréo de dor enfatiza sua subjetividade. A subjetividade por sua vez,
implica uma experiéncia consciente (BALIKI & APKARIAN, 2015). Segundo a Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 2017), a definicdo de dor é explicada como “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano real ou potencial ao tecido,
ou descrita em termos de tal dano”. No entanto, tal definico se mostra Gtil apenas para definir
a dor humana, mas talvez ndo para muitas espécies para as quais as interferéncias da
experiéncia de dor devam permanecer fracas, na melhor das hipoteses (WALTERS, 2019).

A avaliacdo de dor em humanos se baseia no autorrelato, pois ha o compartilhamento
de uma linguagem comum possibilitando inclusive a classificacdo dessa dor. Isto se torna
problemético na avaliacdo de dor em animais e bebés humanos, uma vez que ndo ha a
comunicacdo direta com eles (SNEDDON et al., 2014).

Diante de tal problematica, a IASP enfatizou a importancia da distin¢do entre o
conceito de dor e a nocicep¢ao, que ¢ definida como “o processo neural de decodificagdo e
processamento do estimulo nocivo”. Dessa forma, diferencia-se a dor como um fendmeno
subjetivo, ao passo gque a nocicepcdo é objeto da fisiologia sensorial.

Todos os animais sdo considerados capazes de apresentar nocicepcao, e geralmente é
acompanhada por um reflexo de retirada nocifensivo para longe desse estimulo. Para a dor, no
entanto, o animal deve demonstrar uma mudanca nas futuras decisdes comportamentais e
mudancas motivacionais (SNEDDON, et. al., 2014).

A nocicepcao inicia-se quando um estimulo nocivo que produz ou ameaca produzir
uma lesdo iminente é transduzida em atividade neural, levando a respostas que defendem o
tecido sob ameaca e auxiliam na sua reparacdo. Além de estimulos mecénicos e térmicos,
estimulos quimicos, como &cidos, podem ameacar a integridade do tecido e afetar a
homeostase (PATTISON, et. al., 2019).

Com relacdo a duracdo, a dor pode ser classificada como aguda ou crénica. A dor
aguda é uma resposta fisiologica normal a um estimulo adverso que se manifesta durante um
periodo considerado curto, de minutos a semanas ocasionadas por processos inflamatorios,
infeccOes, traumatismos ou outras causas. Ela é um resultado da ativacdo de nociceptores,
receptores da dor, no local do tecido (PINHO-RIBEIRO et al., 2017; SBED, 2021). Ja a dor
crbnica, apresenta duragdo de 3 meses ou mais e nao resolve em resposta ao tratamento
farmacologico (HYLANDS-WHITE et al., 2017; KNEZEVIC et al., 2018). Com o0 passar do

tempo o sistema sensorial se torna mais sensivel, hiper-responsivo e capaz de produzir uma
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dor intensa, dispersa e incessante. Existem varios tipos de dores crénicas com fisiopatologias
distintas e complexas (ARENDT-NIELSEN, et al., 2018; BURKE et al., 2017).

Acerca da fisiopatologia da dor, esta pode ser classificada como nociceptiva ou nao-
nociceptiva. A dor ndo-nociceptiva pode ser subdividida em dor neuropatica que segundo a
IASP ““¢ a dor causada por uma lesdo ou doenga do sistema nervoso somatossensorial” e dor
idiopatica, compreendendo um amplo espectro de estados de dor pouco compreendidos, como
a sindrome dolorosa miofascial (ANWAR, 2016).

Ja a dor nociceptiva ¢ descrita como “dor que surge de danos reais ou que colocam
em perigo o tecido ndo nervoso e ¢ devida a ativagdo de nociceptores” (IASP, 2017) se
subdividindo em dor visceral e somatica (ANWAR, 2016; ORR, 2017). A dor visceral ou
também chamada de dor referida tem relagdo com os tecidos dos 6rgdos internos. E a dor
somatica, por sua vez, refere-se a lesbes na pele, musculos e ossos (GEBHART e
BIELEFELDT, 2016).

2.4.1 Vias de conducéo

A via nociceptiva é chamada de via ascendente da dor e ela come¢a com o0 processo
de transducdo (WOLLER et al., 2017). Quando os nociceptores localizados nas terminacdes
das fibras nervosas sdo ativados pela substancia P (neuropeptideo que atua como
neurotransmissor excitatorio) levando a abertura de canal i6nico (sodio, potassio e célcio)
gerando impulsos elétricos (POZSGAI et al., 2019). Tais impulsos sdo propagados ao longo
das fibras aferentes de primeira ordem, que sdo nociceptivas através do ganglio da raiz dorsal
(DRG) até os terminais do axénio no corno dorsal da medula espinhal que por sua vez,
ascende ao tronco cerebral, ao tdlamo e ao cortex (FERDOUSI e FINN, 2018; GARCIA et al.,
2020).

As fibras nervosas periféricas podem ser classificadas pela estrutura, didmetro, grau
de mielinizagdo e velocidade de condugéo em Aa, AP, Ad ou C (Figura 5) (GRASSEL e
MUSCHTER, 2017). Sendo as fibras A6 e C as mais importantes em se tratando de
processamento da dor (ARMSTRONG e HERR, 2020; XU et al., 2020). Ha a descricdo de
quatro tipos diferentes de nociceptores, sendo eles: mecanicos, que respondem a pressao
intensa, 0s térmicos, que respondem a temperaturas extremas quentes ou frias, polimodais,
onde respondem aos estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos e 0s nociceptores silenciosos
que sdo ativados por estimulos quimicos, mediadores inflamatdrios, respondem

a estimulos mecanicos e térmicos somente depois de serem ativados. Estes nociceptores
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também possuem pequenas fibras C amielinizadas que conduzem impulsos em
velocidade menor que 3 m/s (FEIN, 2011).

Fibra Corte tranversal Tipo de fibra Sensacao %° CV (m/s) vFT Termo-
(mNY sensibilidade

[ /" \ RAM Toque 10 >10 1.0
Al | nof )ms
\\_ i/ ,
N_ _“ SsAaM Toque 12 >0 15
S5um
A6 'v"/“v,-’*‘x,;”“ D-hair Toq ue 6 2-10 <0.5
2: AM Nocicepgdo 12  2-10 5 1N
pm
C-polimodal  Nocicepgdo 30 <1.5 10 1N
A CM/MH/MC/H Nocicepcdo 20 <1.5 6 1N
C 8
1—'5; “silent” Nocicepgao® ~5 <15 NA
cLT B Toque® ~5 <15 <05

Figura 5: Tipos de fibras sensoriais. A figura mostra os tipos de fibras sensoriais. Fazendo uma
comparacdo com relacdo ao diametro, o grau de mielinizagdo, a taxa de conducdo do estimulo e ainda
mostrando a quais sensacfes elas respondem. Fonte: Modificado de (SMITH e LEWIN, 2009).
LEGENDA: %: porcentagens (referem-se ao nimero total de fibras cutaneas); CV (m/s): velocidade de
conducdo (m/s) (Alguns neurdnios expressam canais de ions, cuja ativacdo produz sensagdes de
quente/frio, em vez de dolorosamente quente/frio. E descrito apenas se é possivel para uma classe de
neurdnio transduzir quente (vermelho) / frio (azul) nocivo, mas isso ndo significa todo neurénio dessa
classe); VFT(mN): limiar de vonFrey (mili Newton);nf : fibra nervosa; ms: bainha de mielina; pm:
micrémetro; RAM: mecanorreceptor de adaptacéo rapida; SAM: mecanorreceptor de adaptagéo lenta;
D-hair: fibra ndo mecano nociceptiva; AM: fibra Ad mecano nociceptiva; CM: fibra do tipo C mecano
nociceptiva; MH: fibra do tipo C nociceptiva mecano-quente; MC: fibra do tipo C nociceptiva
mecanofrio; H: fibra do tipo C nociceptiva ao quente; “silente”: fibra do tipo C nociceptiva silenciosa;
CLT: fibra do tipo C de baixo limiar.

As fibras aferentes Ad sdo pouco mielinizadas, tém velocidade de transmissdo
intermediaria de 2-10 m/s em direcdo ao SNC e sdo capazes de produzir dor aguda e bem
definida, que normalmente é estimulada por um corte, um choque elétrico ou um golpe fisico
(ARCILLA e TADI, 2020). As fibras Ao do tipo | respondem a temperaturas que causam dor
aguda e rapida, geralmente acima de 5°C. Ou seja, essas fibras sdo ativadas quando ha uma
rapida mudanca na temperatura, como tocar em algo quente o suficiente para causar uma
qgueimadura leve, e também é subdividida em Ad tipo Il que respondem a temperaturas que
causam dor moderada e duradoura, tipicamente acima de 45°C. Essas fibras séo ativadas

guando o estimulo térmico é suficientemente intenso para causar danos aos tecidos, como
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tocar em algo muito quente que resulta em uma queimadura mais grave (ROCHA et al.,
2007).

Ja as fibras do tipo C, sdo menores e ndo mielinizadas (amielinizadas) que compdem
a maior parte dos nociceptores periféricos. Mostram uma velocidade de conducédo de 0,5-2,0
m/s. Possuem um diametro de 0,4-1,2 um (CARRICONDO et al., 2019) sendo responsaveis
pela dor de longa duracédo e difusa (BASBAUM et al., 2009). Como respondem a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos, sdo chamadas de polimodais e possuem um importante papel
na deteccdo de estimulos nocivos (MILLAN, 2002). Através das fibras C os individuos ndo
sdo capazes de precisar a localizacdo exata da dor, apenas aproximadamente. Isso se da
devido a combinagdo em forma de rede, aumentando a amplitude da cobertura. Por esse
motivo, as fibras C produzem uma dor mais prolongada e difusa (FINSTERER et al., 2017).

As fibras Ad e C podem ser classificadas ainda em duas classes principais conforme

a tabela mostrada a seguir (tabela 1).

Tabela 1: Subtipos de fibras nervosas Ad e C

Tipo de fibra Caracteristica

' ' Respondem a estimulos mecanicos e quimicos, mas possuem limiares
Fibra A3 tipo [ relativamente altos, >50°C (FLECKENSTEIN et al. 2017)

Possuem um limiar de resposta ao calor <43°C, mas se ativam com

. . limiar mecanico alto. S&o sensiveis a capsaicina e ativam via

Fibra Ad tipo Il | receptores TRPV1 (receptor de potencial transitorio vaniloide tipo ),

canais catiénicos nado seletivos permeaveis a calcio (DJOUHRI, 2016;
ROCHA, 2007)

Fibras peptidérgicas. Contém substancia P e CGRP (peptideo
) ) relacionado ao gene da calcitonina e expressam receptores tirocinase
Fibra C tipo | A, para o fator de crescimento nervoso. Respondem a capsaicina e
prétons (DEMBO et al., 2018; ROCHA, 2007)

_ _ Fibras ndo peptidérgicas identificado pela ligacdo da isoleucina B4. A
Fibra C tipo Il ativacao dessas fibras ativa a micrdglia, que aumentam o estimulo de
dor (GAZERANI et al., 2016; ROCHA, 2007)

Para o processo de transducdo da dor, varias classes de receptores periféricos podem
ser ativadas devido a temperatura, como 0s receptores de potencial transitério (TRP)
(BALEMANS et al., 2017; HOSSAIN et al., 2019). Nos subtipos dessa familia, temos o TRP
vaniléide 1 (TRPV1), que apresenta um destaque quando se trata de sensacdo de calor (HILL
et al., 2018; BUJAK, et al., 2019). Para respostas nocivas ao frio, ha também receptores do
tipo TRP melastina 8 (TRPMS8), conhecido como receptor do mentol. Tal receptor é ativado

numa faixa de temperatura que varia entre 10-15°C (DA, 2016; GAVVA et al., 2019).
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Os nociceptores também podem ser ativados por substancias quimicas. Dentre esses
canais temos o0s i6nicos sensiveis ao acido (ASICs) (HUGHES et al., 2007,
KELLENBERGER e SCHILD, 2015), receptores de bradicinina B1 e B2, que sdo acoplados a
proteina G (KHAN et al., 2019; MARCEAU et al., 2020), o receptor de substancia P, receptor
de neurocinina 1 (NK1R) (SCHANK e HEILIG, 2017); receptores ionotropicos de glutamato
(NMDA — N-metil-D-aspartato, AMPA — a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazoleproprionato
e cainatos), sem contar os varios receptores de citocinas pro inflamatoérias do tipo tirosina
quinase ou acoplados a proteina G (COOK et al., 2018; CHOPRA et al., 2019).

Segundo a IASP, é possivel reduzir os limiares de dor e dor espontanea caso haja
estimulagdo repetida dos mediadores quimicos devido a sensibilizagdo das fibras nervosas
periféricas, mecanismo esse que chamamaos de hipersensibilidade cutanea. Tal evento pode ser
sentido através da hiperalgesia, definida como ‘“aumento da dor por um estimulo que
normalmente provoca dor”, ou seja, ocorre a ampliagdo da sensibilidade a dor e é decorrente
de mudangas importantes na periferia e depois no processo central de sensibilizagdo a dor. E
alodinia “dor devido a um estimulo que normalmente nao provoca dor”. A alodinia ocorre
através da ativacdo periférica de receptores sensiveis ao estimulo mecanico, térmico ou
quimico que sofrem alteracbes e comecam a ser aptos a estimular o processo nociceptivo
central (IASP, 2017).

Apds a ativacdo periférica dos nociceptores e a conversao para o potencial de acao,
uma série de eventos ocorre para transmitir o sinal de dor ao sistema nervoso central e gerar
uma resposta apropriada. O potencial de acdo, uma vez gerado nos nociceptores ativados, é
propagado ao longo das fibras nervosas aferentes até os terminais nervosos na medula
espinhal. Nos terminais nervosos na medula espinhal, o potencial de ac¢do estimula a liberacao
de neurotransmissores, incluindo substancia P, glutamato e outros peptideos neuropeptidicos,
na area conhecida como substancia gelatinosa da medula espinhal. Os neurotransmissores
liberados nos terminais nervosos ativam os neurénios de segunda ordem na medula espinhal,
que transmitem o sinal de dor ao longo das vias ascendentes até o tdlamo e finalmente o
sistema limbico. Este é o primeiro passo na percep¢do consciente da dor (RUSSO, et al.,
2019; YAN, et al., 2018). A percepcédo, que ocorre em seguida é a experiéncia consciente e
real da dor, levando em conta seus aspectos sensoriais e afetivos (Figura 6) (RONCHETTI et
al., 2018).

As fibras nervosas aferentes primarias se projetam para o corno dorsal da medula

espinhal que é organizado em laminas distintas. As fibras Ad se projetam para a ldamina I, bem
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como para areas mais profundas do corno dorsal, na lamina V (YAM, et al., 2018). As fibras
C do tipo I se projetam mais superficialmente nas laminas | e Il. Enquanto a maioria das
fibras C tipo Il ocupam a parte central da lamina Il (OSSIPOV et al., 2010; ABRAIRA et al.,
2017).

A via nociceptiva ascendente é constituida pelo trato espinotaldamico quando se trata
de dor aguda, e é onde os ax6nios de neurdnios espinhais de segunda ordem cruzam ainda na
medula a linha mediana ascendendo pelo quadrante anterolareral da substancia branca
projetando-se ao talamo. H& também a projecdo pelo trato espinomesenencefalico, (ativado
quando ha dor do tipo crbnica) que termina em algumas regides do mesencéfalo em que se
incluem a formacdo reticular mesencefalica e a substancia cinzenta periquedutal (AIRES,
2008). Ambos se dirigem ao tdlamo passando pela formacdo reticular, e do tadlamo os
neurdnios de terceira ordem projetam-se para as diferentes areas do encéfalo (AL-CHALABI
et al., 2020).

As projecdes incluem o bulbo ventrolateral caudal, o bulbo ventromedial rostral
(RVM), nuclo parabrachial (Pb), substancia cinza periaquedutal (PAG), nucleo do trato
solitario (NTS) e tdlamo. Os impulsos sdo projetados para o cortex somatossensorial para
interpretacdo (LEUNG et al., 2016).
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Figura 6: Via de transmissdo da dor. A figura mostra o esquema geral da transducdo do
estimulo doloroso. A transducdo compreende a conversdo de estimulos periféricos em potencial de
acdo que através da transmissdo atinge o sistema nervoso central. A percep¢do é 0 passo onde a
pessoa tem a experiéncia real tanto sensorial quanto afetiva relacionada a dor e por Gltimo temos a
modula¢do que é quando temos uma alteracdo do estimulo de dor. Fonte: Adaptado de (ELLISON,
2017)
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Tais &reas também s&o relacionadas com o comportamento da dor. Segundo alguns
estudos, o talamo tem sido associado aos aspectos discriminatorios sensoriais da dor devido as
suas conexdes com o cortex somatossenrorial (BLASZCZYK et al., 2018). Sabe-se que o Pb €
importante em termos do comportamento afetivo da dor, tendo em vista que sua saida leva a

uma conexao rapida com a amigdala e o hipotalamo (THOMPSON et al., 2019).

Por dltimo, hd a modulagcdo da nocicep¢do que acontece devido a projecdes
descendentes que alcangam neurdnios nociceptivos na medula espinhal. De maneira geral,
esse mecanismo apresenta um importante efeito analgésico diminuindo a percep¢do da dor
vinda da via ascendente nociceptiva (BANNISTER, et al., 2004). A PAG recebe neuronios de
locais corticais e possui conexdes com a amigdala (HARPER et al., 2018). A RVM pode
facilitar ou inibir as entradas nociceptivas e atua como filtro no controle da facilitacdo
descendente da dor (L1 et al., 2017; TOBALTINI, et al., 2019)

2.4.2 Dor Inflamatoria

A dor inflamatéria pode surgir de diferentes maneiras: seja por meio da ativacdo
direta dos nociceptores, pela acdo de mediadores que afetam tipos especificos desses
receptores ou por modificacBes na via nociceptiva central. (ELLISON, 2017).

A sensibilizacdo periférica resulta de mudancas associadas a inflamacéo no ambiente
quimico de uma fibra nervosa. Dessa forma, o dano ao tecido é frequentemente acompanhado
pelo acumulo de fatores enddgenos liberados de nociceptores ativados ou células ndo
neuronais que residem ou se infiltram na area lesada (BASBAUM, 2009).

A substancia P, uma substdncia enddgena produzida ap6s algum tipo de lesdo,
liberada por neurdnios sensoriais induzem um efeito excitatério podendo agir com a
bradicinina que por sua vez é produzida no plasma (VIEIRA, 2018). Outras substancias atuam
na via de sensibilizagcdo, como algumas citocinas (IL-1 e TNF-a) ou prostaglandinas (PGE>),
derivadas do acido araquidonico, ou as aminas simpaticas, como adrenalina e dopamina que
séo liberadas pelos terminais nervosos (PAULSEN et al., 2017).

Os nociceptores expressam um ou mais receptores de superficie celular capazes de
reconhecer e responder a cada um desses agentes pro-inflamatorios ou pro-algésicos e desse
modo, diminui o limiar de despolarizacdo destes nociceptores aumentando assim sua

sensibilidade a temperatura ou toque. E todos esses mediadores inflamatorios, produzidos
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e/ou liberados por diferentes tipos celulares causam a sensibilizacdo periférica mostrado na
Figura 7. (ELLISON, 2017; BASBAUM et al., 2009).

Dano tecidual

Macréfago Mastécito , Plaquetas

/ Il Célula imune

Substancia P
CGRP

Figura 7: Mediadores periféricos da inflamacdo. A figura ilustra como um dano tecidual leva a
liberacdo de mediadores inflamatérios por nociceptores ativados ou células ndo neurais que residem ou
se infiltram na area lesada, envolvidos na sensibilizacdo periférica aos estimulos de dor. A figura ainda
mostra alguns tipos de receptores onde esses mediadores podem atuar, cada qual ao seu receptor
especifico. Fonte: Modificado de (BASBAUM et al., 2009).

Legenda: IL-1f: Interleucina 1f; NGF: Fator de crescimento do nervo; LIF: fator inibidor de
leucemia; IL-6: Interleucina 6, TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; PGE2: prostaglandina E2; H+:
proton; ATP: adenosina trifosfato, CGRP: Peptideo relacionado ao gene da calcitonina, RTK: receptor
de tirosina quinase; K2P: canal de Potassio de dois poros; GPCR: receptor acoplado a proteina G;
TRP: receptor de potencial transitério; ASIC: Canais i6nicos sensiveis ao acido; P2X: canais de ions

dependentes de ATP.

2.4.3 Dor Neuropatica

A dor neuropatica pode resultar de lesdes no sistema nervoso periferico (SNP) ou no
SNC. As lesGes no SNP podem ser causadas por trauma mecanico, doengas metabolicas,
agentes neurotoxicos, infeccdo e tumores, enquanto as lesdes no SNC podem ser causadas por
acidente vascular encefalico ou esclerose multipla (DRAY, 2008).

Lesdes no SNP podem resultar em substancial perda funcional e diminuicdo da
qualidade de vida pelo prejuizo permanente das func¢Bes sensorio-motoras, tendo como
consequéncias sociais longos periodos de afastamento do trabalho (ROSBERG et al., 2005).
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Normalmente sdo descritas como sensac¢des agudas, de queimacdo ou choque elétrico, ou até
mesmo como formigamento (BARON, 2010).

Propbe-se que a dor neuropética leva a uma transmissao alterada e desordenada de
sinais sensoriais para a medula espinhal apds lesdo periférica (BANNIESTER et al., 2020).
Essas mudancas resultam de alteracbes nos canais iGnicos dentro do nervo afetado, com
aumento da fungdo dos canais de sodio levando ao aumento da excitabilidade, associada a
perda dos canais de potassio, que normalmente modulariam a atividade (TSANTOULAS et
al., 2014). Ha um aumento da expressdo e fungdo dos canais de calcio (Ca?*) levando ao
aumento da liberacdo do transmissor. Também ocorre uma perda sensorial se uma fibra for
desconectada da periferia, mas o restante das fibras pode gerar atividade ectopica, resultando
em dor em uma éarea entorpecida. As vias das fibras intactas remanescentes sdo
hiperexcitaveis, e, portanto, um estimulo evoca maior resposta consequente a atividade nos
chamados nociceptores irritaveis. No geral, hd uma combinacdo de dor continua, dorméncias
e dores evocadas (COLLOCA et al., 2017).

2.4.4 Sistema nitrérgico na dor

O O6xido nitrico (NO) é uma molécula inorganica, com periodo de meia vida baixo,
gasosa e que possui um elétron desemparelhado em sua Gltima camada, tornando-a uma
molécula altamente reativa se combinando facilmente com o oxigénio e com alguns metais de
transicdo como ferro (BARRETO et al., 2005).

Possui diferentes fungbes no organismo como, neurotransmissdo, controle do ténus
vascular, regulacdo da transcricdo e traducdo génica e atua como mediador quimico
inflamatorio. Sua formacédo se da através da L-arginina pela acdo de formas neuronais e ndo
neuronais especificas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), classificadas como: Isoforma 1 -
NOS neuronal (NNOS) - isoforma constitutiva e que estd presente principalmente em
neurdnios e € calcio-calmodulina dependente e regula a transmissdo sinaptica no SNC
(CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).

A isoforma 2 - NOS induzivel (iNOS) é induzida por citocinas e lipopolissacarideos
no endotélio vascular, ndo é calcio dependente e é regulada pelo estimulo imunolégico,
produzindo grandes quantidades de NO para defesa contra patdgenos invasores. A sintese de
NO pela iINOS néo ¢ verificada em condi¢bes basais e dura em torno de 24 horas ap6s o
estimulo inicial. Requer a sintese de MRNA e pode ser suprimida por outras citocinas e por
glicocorticdides. A iINOS é expressa em resposta inflamatoria devido a infeccdo ou dano

tecidual (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).
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A isoforma 3 — também constitutiva, € a NOS endotelial (eNOS), que produz o NO
continuamente no endotélio em condic¢des basais. Também é célcio-calmodulina dependente
(CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002). Atua na regulacdo da pressdo sanguinea e do tonus
vascular da musculatura lisa, inibe a proliferacdo de células da musculatura lisa das artérias, e
ainda exerce influéncia na contratilidade da musculatura cardiaca (BRANDAO et al., 2007).

A medicéo da concentragdo dos niveis de dxido nitrico raramente se da pela deteccéo
do gas propriamente dito, devido ao seu curto periodo de meia vida. Em geral essa medicéo se
faz pela quantificacdo do produto da reacdo de oxidacdo do NO, nitratos (NO3’) e nitritos
(NO2), que sdo mais estaveis; pelo composto precursor da formacdo do NO, a L-arginina, ou
por seus subprodutos como a L-citrulina ou a guanosina monofosfato ciclica (GMPc) e
também pela expressao génica da enzima NOS (ZUARDI, 2012).

O papel do éxido nitrico € considerado complexo e diversificado, pois contribui tanto
para eventos de algesia quanto analgesia no sistema nociceptivo (CURY et al., 2011).

A participacdo do NO com aumento da nocicepcdo é dependente da ativacdo de
receptores NMDA (Choi et al., 2019; Cury et al., 2011). Quando o potencial de acdo (PA)
chega ao terminal pré-sinaptico das fibras C nociceptivas, estimula a liberacdo de
neurotransmissores excitatérios como substancia P (SP), peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), neurocinina, e glutamato (Miclescu e Gordh, 2009; Cury et al., 2011). O
acoplamento do glutamato a seu receptor estimula a liberacdo de calcio intracelular, gerando
uma cascata de eventos que inclui a ativacdo da NOS e, consequentemente, 0 aumento da
sintese de NO no terminal pés-sinaptico (Cury et al., 2011). O NO sintetizado no terminal
pos-sinaptico pode deslocar-se para 0 meio extracelular, onde atuard como neurotransmissor
retrégrado, estimulando a liberacdo de neurotransmissores excitatorios no terminal pré-
sinaptico (Cury et al., 2011) (Figura 8).
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Figura 8: Via do 6xido nitrico na nocicepcdo. A ativagdo de canais NMDA pelo glutamato permite o
influxo de célcio (Ca2+ ), ativando a enzima éxido nitrico sintase neuronal (nNOS) e, consequentemente,
aumentando as concentragdes de NO. O NO sintetizado se difunde para o neurénio pré-sinaptico e células
da glia. No neurbnio pré-sindptico, estimulard maior liberacdo de neurocinina A (NKA), substancia P
(SP), peptideo relacionado ao gene da calcitoninda (CGRP) e glutamato. Na célula da glia, o NO induz a
ativacgéo da oxido nitrico sintase indutivel (iNOS). Fonte: Adaptado de CURY et al., 2011).

Na periferia a acdo do NO como mediador no processo nociceptivo esta relacionado
a fatores como citocinas, ciclooxigenases, prostaglandinas e NOS (CURY et al., 2011). E
linhas de pesquisas evidenciaram que a inflamacgédo é um fator desencadeante para a formacéo
de oxido nitrico, pois ira estimular a ativacdo das nNOS nos nervos periféricos e das INOS
pelas células inflamatdrias (CURY et al., 2011; OMOTE et al., 2001).

Ja os mecanismos pelos quais 0 NO estd envolvido no processo de antinocicepcao
sdo dependentes da ativacdo de uma sinalizacdo intracelular, com participagdo dos canais de
potassio (K™) sensiveis a adenosina trifosfato (ATP). Apds a ligacdo do NO ao seu receptor
intracelular guanilato ciclase soluvel (GCs), ha a conversdo de guanosina trisfosfato (GTP)
em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Assim, 0 GMPc pode estimular os canais de
K" sensiveis ao ATP direta ou indiretamente, via proteina G (PKG) e este induzirem
hiperpolarizacdo da fibra (CURY, et al., 2011). (Figura 9).

As evidéncias mostram que ha contribuicdo do NO no mecanismo antinociceptivo
periférico e central de compostos opioides (AMARANTE et al., 2002; JAVANMARDI et al.,
2005; HERVERA et al., 2009; NAPIMOGA et al., 2009), anti-inflamatérios ndo esteroidais
(LOZANO-CUENCA et al., 2005) e produtos naturais (GUJINSKI et al., 2009; GUTIERREZ
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et al, 2012). Ademais, a via L-arginina/NO-GMPc possui um papel fundamental na
antinocicepgdo promovida por terapias ndo farmacoldgicas como treinos aerdbicos e de
resisténcia (GALDINO et al., 2015).

Figura 9:Via do dxido nitrico na antinocicepcao. Via do 6xido nitrico na antinocicepgéo. A ativagéo da
oxido nitrico sintase (NOS) da inicio a sintese do 6xido nitrico (NO), que acopla-se a guanilato ciclase
solivel (GC), seu receptor intracelular. Consequentemente havera aumento nas concentragdes de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), ativando a proteina quinase G (PKG). A PKG ira fosforilar os
canais de potéssio dependentes de adenosina trifosfato (K+ ATP), promovendo a abertura do canal e
consequente hiperpolarizacao da célula. FONTE: Adaptada de CURY et al., 2011.

2.4.5 Sistema opioide na dor

Opioide é um termo utilizado para referir a compostos derivados do 6pio, substancia
extraida da planta Papaver somniferum (conhecidos como opiécieos) quanto a substancias
que interagem no receptor opioide. Estes opioides podem ser divididos quanto a sua
origem: enddgena, naturais (encontrados na natureza como plantas como a papoula),
sintéticos (metadona) e semissintéticos (oxicodona) (PATHAN & WILLIAMS, 2012). Os
farmacos sintéticos ou naturais derivados do oOpio tem sido amplamente utilizados nos
tratamentos contra a dor (AL-HASANI, 2011).

Ha séculos o homem decobriu as propriedades de alivio da dor ocasionada pelo 6pio,
0 extrato produzido a partir da seiva da papoula. Porém, apenas no século XIX, as
substancias desse extrato foram identificadas, sendo as principais a morfina e a codeina, 0
que intensificou o seu uso na medicina (SNYDER & PASTERNAK, 2003).

Além da analgesia, os opioides provocam uma sensacdo de euforia, relaxamento,
hipnose, o que frequentemente tem levado ao uso recreativo pela populagdo, como
exemplos o uso da heroina (semissintético) e morfina (SNYDER & PASTERNAK, 2003).
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Essa atividade leva a adicgdo, um dos principais problemas ao uso de opioides, e tem
estimulado a pesquisa na busca de novas alternativas sintéticas ou semissintaticas sem este
efeito indesejado (BALLANTYNE & SULLIVAN, 2017).

Os opioides enddgenos sdo conhecidos como endorfinas, uma contracdo da palavra
morfina enddgena. S&o trés classes de endorfinas: encefalinas, dinorfinas e p-endorfinas
(PASTERNAK, 2013). Seu mecanismo de acdo depende da interacdo com receptores
opioides. As trés classes de endorfinas interagem com diferentes classes de receptores e de
forma geral, as encefalinas por exemplo, interagem com receptores &, dinorfinas com
receptores k ¢ as B-endorfinas com receptores do tipo u, embora haja excec¢des descritas,
como a ligacéo de encefalinas a receptores U ¢ -endorfinas a receptores & (PASTERNAK,
2013; AKIL et al., 1998).

Esses receptores sdo expressos no cértex, sintema limbico e tronco encefalico e estdo
acoplados a proteina G inibitéria (Gi). Sendo algumas estruturas exibindo uma maior
expressdo de um receptor sobre os outros (MERRER et al., 2009; LAW et al., 2000). No
entanto, em alguns estados de dor, 0s receptores opioides desempenham um papel
importante na analgesia, pois também podem ser encontrados em tecidos nao neurais, como
0 epitélio vascular ou queratindcitos (Tabela 2) (LESNIAK & LIPKOWSKI, 2011).

Tabela 2: Localizag&o dos receptores opioides (LESNIAK & LIPKOWSKI, 2011)

Tipo d? e ceptor Expressao
opidide
SNC SNP Tecidos ndo neurais
NeocorteAx, ca,uollado- Génglio da raiz Endotélio vasacular,
u ac%ﬁ:gggé ntlz{a(l:a?r?o dorsal, estQmago, epitélig (_:ardiaco, _
hi ’ * | duodeno, jejuno, | queratindcitos, canais
_nipocampo, ileo, colon distal e | deferentes, células de
amigdala, n_ug:l_eo do proximal Sertoli.
trato solitério.
Caudado-putamen, Ganglio da raiz
nucleo accumbens, dorsal, estomago,
K lobo posterior da duodeno, jejuno, -
hipofise ileo, cdlon distal e
proximal
Neocortex, caudado-
putamen, nicleo ) )
0 accumbens, Ganglio da raiz -
amigdala dorsal

A ativacdo dessa via analgésica enddgena ocorre no cértex e hipotadlamo, que se
comunicam com o tronco encefélico, particularmente, com o mesencéfalo, onde ha a
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presenca de substancia cinzenta periaquedutal (SCP). Essa regido € essencial para a
modulagdo da nocicep¢do no organismo. Em ratos, o estimulo elétrico da SCP causa a
antinocicepcdo nos animais evidenciando a importancia dessa regido na modulacdo
nociceptiva (SNYDER & PASTERNAK, 2003).

Os estimulos chegam ao nucleo da rafe através dos neurdnios da SCP onde séo
conduzidos pela via antinociceptiva descendente através do trato dorsolateral. Em seguida,
projecdes de neurdnios da via descendente interagem com a sinapse entre as fibras C, Ao e
0 neurbnio de 2% ordem da via ascendente no corno posterior da medula. As projecdes
neuroniais da via descendente contém neuropeptidios opioides endégenos (endorfinas e
encefalinas) que se ligam a receptores opioides presentes nas terminacdes pré e pos-
sinapticas dos neur6nios da via ascendente de conducdo do estimulo da nocicepcao
(Ballantyne & Sullivan, 2017). A interacdo entre neuropeptidios enddgenos e receptores
opioides inibem a liberacdo de substancia P e glutamato, por exemplo, que sdo 0s
neurotransmissores responsaveis pela condugdo do estimulo nociceptivo. Portanto, o
estimulo enddgeno de modulacdo nociceptiva se origina no sistema nervoso central para
atenuar a percepc¢do de nocicepcao.

Apo6s o opioide se ligar ao receptor, mudangas conformacionais permitem o
acoplamento intracelular da proteina Gi a por¢do C-terminal dos receptores opioides. Na
subunidade Ga, GDP ¢ substituidopor GTP e ocorre uma dissociagdo do complexo
trimérico proteico em subunidades Go e GPy. A dissociagdo entre as subunidades inicia
uma cascata de eventos intracelulares que medeiam o efeito antinociceptivo de opioides em
neurbnios aferentes primarios. Essas subunidades da proteina G podem inibir adenilil
ciclase e a producdo de adenosina 3',5-monofosfato ciclico (AMPc), e/ou interagir
diretamente com canais i6nicos para K*, Ca?* e outros canais iénicos na membrana. Os trés
tipos de receptores opioides (1, 8 e k) modulam varios canais idnicos para Ca*, suprimindo
0 influxo de calcio e a liberacdo de neurotransmissores em muitos sistemas neuronais
(STEIN, 2009).

Tal evento leva a inibicdo da liberacdo de substancia P dos terminais centrais e
periféricos dos neurdnios sensoriais. Na membrana pés-sinapticas, os receptores opioides
medeiam a hiperpolarizagdo abrindo os canais de K+, prevenindo a excitagdo e/ou
propagacéao do potencial de acdo (STEIN, 2009).

Nos dias atuais, os opioides sdo considerados a melhor escolha quando se trata de
controle da dor moderada e grave, embora seus efeitos adversos comprometam a qualidade

do manejo da dor. Além dos ja citados efeitos de euforia, relaxamento e dependéncia,
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pesquisas clinicas evidenciaram constipacdo, émese, nausea, prurido e sonoléncia, como
principal queixa por pacientes com dor crénica, neuropatica, dor associada ao cancer e dor
poOs-operatdria. Efeitos como depressdo respiratéria € bastante comum e o uso prolongado
de opioides conduz ao desenvolvimento de tolerancia e dependéncia (ZHENG et al., 2018;
CONSTANTINO et al., 2012). No entanto, abordagens especificas para
analgesia opioide periférica oferecem uma alternativa relevante para o tratamento da
dor por evitarem ou minimizarem os efeitos adversos de farmacos opioides
de acdo central (STEIN, 2009).

2.5 Composto hibrido (z-cis) (6-etil-tetraidro-2H-pirano-2-il)metil ~ 2-(2-(2,6-
diclorofenilamino) fenil acetato (LS26).

O tratamento eficaz da dor continua sendo uma necessidade médica néo atendida no
inicio do século XXI. Embora a farmacoterapia a base de opioides ainda seja a estratégia mais
poderosa para o tratamento da dor moderada a intensa, a relacao risco-beneficio esta abaixo
do ideal devido aos efeitos colaterais frequentes e graves (DUMITRASCUTA et al., 2021).

Devido ao aumento do uso médico e uso indevido de opioides somado ao
crescimento simultaneo do nimero de mortes por overdoses e transtornos por uso de opioides,
esforgos de pesquisas em busca de novas moléculas promissoras sdo necessarios para superar
as limitacOes das terapias atuais com o objetivo de melhorar a eficacia do tratamento e reduzir
as complicacGes (PASTERNAK et al., 2019).

Na tentativa de criar um potencial fairmaco que seja promissor, estavel e de baixa
toxicidade, a quimica medicinal utiliza diversas estratégias, dentre elas a hibridacdo molecular
(ARAUJO, 2015).

A hibridacdo molecular é uma estratégia de planejamento de farmaco que se baseia
na juncdo dos grupamentos farmacoféricos de duas ou mais moléculas, levando ao
desenvolvimento de um novo composto hibrido. Tal molécula formada pode apresentar
comportamentos diferentes em relacdo aos seus precursores, como, atividade farmacoldgica,
poténcia e outros fatores diversos, sendo 0 aumento da atividade farmacoldgica o esperado de
uma hibridagdo (ARAUJO, 2015).

O LS26, um composto hibrido, foi sintetizado a partir de resultados experimentais
que tiveram inicio em 2006 com Marinho e colaboradores que evidenciaram atividade
antinociceptiva do composto acido (+)-cis-(6-etil-tetrahidropirano-2-il)-férmico. Tal

mecanismo envolvia a participacdo do sistema opioide.
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Na tentativa de melhorar a atividade do composto e reduzir efeitos adversos, foi
realizada modicagOes quimicas na molécula dando origem a 10 derivados do acido (+)-cis-(6-
etil-tetrahidropirano-2-il)-férmico (CAPIM et al., 2012). Uma das moléculas derivadas, o
composto [(z)-Cis)(6-etil-Tetrahidro-2H-Pirano-2-il]Metanol (LS20), foi entdo hibridado com
o0 anti-inflamatorio ndo esteroidal diclofenaco de sédio, dando origem ao composto quimico
hibrido (x-cis) (6-etil-tetraidro-2H-pirano-2-il)metil 2-(2-(2,6-diclorofenilamino) fenil acetato
(LS26) objeto de nosso estudo (Figura 10).
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Figura 10: Figura quimica do composto (x-cis) (6-etil-tetraidro-2H-pirano-2-il)metil 2-(2-(2,6-
diclorofenilamino) fenil acetato (LS26)
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo investigar a acdo antinociceptiva e anti-
inflamatéria do composto LS26 em condicdes de dor aguda e inflamagcdo aguda,
respectivamente. Primeiramente, sera realizada uma avaliacdo da capacidade do LS26 em
reduzir a sensacdo de dor aguda, utilizando modelos experimentais de dor. Serdo analisados
os efeitos do composto LS26 na resposta nociceptiva em animais submetidos a estimulos
dolorosos, visando determinar sua eficacia como agente antinociceptivo.

Além disso, sera investigada a atividade anti-inflamatdria do composto LS26 em
modelos experimentais de inflamacdo aguda. Serdo avaliados os efeitos do LS26 na reducéo
da resposta inflamatdria, incluindo parametros como edema, producdo de mediadores
inflamatdrios e infiltracdo celular. Essa analise permitira determinar a capacidade do LS26 em
modular a resposta inflamatdria associada a condi¢do aguda.

Por fim, serdo realizados estudos adicionais para elucidar 0s mecanismos
responsaveis pelas atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria do composto LS26. Serédo
investigados os possiveis alvos moleculares e vias de sinalizacdo envolvidas na acdo do LS26,
visando compreender melhor seu mecanismo de acdo e identificar potenciais alvos
terapéuticos. Essa abordagem proporcionard insights importantes sobre os fundamentos
moleculares subjacentes as propriedades farmacoldgicas do LS26, contribuindo para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento da dor e da inflamacéo

agudas.

3.2 Objetivos especificos
e Avaliar a atividade antinociceptiva do composto LS26 sobre a dor aguda através dos

modelos de formalina, contor¢bes abdominais induzidas por &cido acético e retirada da cauda;

e Avaliar a possibilidade de interferéncia do desempenho motor sobre o efeito anti-
nociceptivo demonstrado pelo composto LS26, através do teste de rotatod,;

e Avaliar a participacdo do sistema opioide sobre o efeito antinociceptivo do composto
LS26, através da administragdo prévia de naloxona e antagonistas seletivos opioides no

modelo de retirada da cauda;
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e Avaliar a possivel participacéo da via NO/cGMP/KATP no mecanismo de antinocicepcao
do composto LS26 através do pré-tratamento com: L-NAME (inibidor ndo-seletivo da 6xido
nitrico sintase); ODQ (inibidor seletivo da guanilil ciclase sensivel ao Oxido nitrico) e
glibenclamida (bloqueador seletivo de canal de K* sensivel ao ATP);

e Auvaliar o envolvimento da via serotoninérgica na atividade do composto LS26, através da
administragdo diaria por 3 dias de 4-cloro-DL-fenilalanina (inibidor da enzima triptofano
hidroxilase).

e Avaliar a atividade antiedematogénica do composto LS26 no modelo de edema de pata

induzido por carragenina;

e Auvaliar a atividade enzimética das enzimas cicloxigenases 1 e 2 frente ao composto
LS26;

e Avaliar a acdo do LS26 frente a nocicepc¢do induzida por Glutamato;

e Auvaliar a atividade do composto LS26 no modelo de dor neuropaética;

e Auvaliar a migracdo de leucdcitos e promover a quantificacdo de citocinas (TNF-a, IL-1p,
IL-6, IL-4, IL-10, TNF-y) e oxido nitrico a partir do modelo de bolsa de ar subcutaneo (air
pouch);

e Avaliar a toxicidade aguda e subcronica do composto LS26;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos swiss machos, com peso de 20-25g. Os protocolos
experimentais para este estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude (CEUA/ICBS- UFRRJ) - sob n°
23083.018767/2017-74. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada
(22 + 1° C) e ciclo claro-escuro de 12h. Agua e a alimentacdo ad libitum, porém a racéo foi

retirada 8h antes da administracdo oral dos tratamentos.

4.2 Tratamentos

o Solucdo salina: Solucdo NaCl 0,9%. A solucdo foi administrada aos animais
pertencentes ao grupo controle.

o Veiculo: solucdo salina com dimetilsulféxido, na concentracdo de 1,5% (v/v), para a
solubilizacdo do composto. Os grupos de animais tratados com veiculo foram feitos para
demonstrar que este ndo interfere na atividade antinociceptiva e/ou anti-inflamatoria.

o Composto (x-cis) (6-etil-tetraidro-2H-pirano-2-il)metil 2-(2-(2,6-diclorofenilamino)
fenil acetato (LS26). Administrado por via oral (v.0) nas doses de 1, 5, 10, 100, 300 e 500
pmol/kg.

o Fentanil: agonista de receptores opioides. Utilizado como controle positivo nos
modelos de formalina, imersdo da cauda em &gua quente e inducdo de dor neuropética
administrado por via subcuténea (s.c) na dose de 0,6 pmol/kg, baseado em GONCALVES e
cols., 2021.

o Diclofenaco: anti-inflamatorio ndo esteroidal. Utilizado como controle positivo nos
modelos de contor¢bes abdominais, formalina e edema de pata. Administrado por via oral
(v.0) na dose de 500 pmol/kg, baseado em GONCALVES e cols., 2021.

o Prometazina: Antagonista seletivo de receptor histaminérgico do tipo Hi. Utilizado
como controle positivo no modelo de permeabilidade vascular. Administrado por via
subcutéanea (s.c.) na dose de 17,6 umol/kg, baseado em FERREIRA e cols., 2010.

o Dexametasona: anti-inflamatorio esteroidal. Utilizado como controle positivo nos
modelos de permeabilidade vascular e bolsa de ar subcutdnea. Administrado por via

subcuténea (s.c.) na dose de 5,7 pmol/kg, baseado em SANTOS e cols., 2015.
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o Acido acetilsalicilico: anti-inflamatorio ndo esteroidal. Utilizado como controle
positivo no modelo de nocicepcao induzida por glutamato. Administrado por via oral (v.0) na
dose de 1,11 mmol/kg, baseado em GONCALVES e cols., 2016.

4.3 Agentes quimicos

o Acido acético: foi preparado na concentragdo de 0,8% (v/v) em solucdo salina e
injetado por via intraperitoneal (i.p), 60 minutos ap6s a administragdo oral dos tratamentos no
modelo de contor¢des abdominais.

o Formalina: foi preparada na concentracdo de 2,5% (v/v) em solucéo salina e injetada
em uma das patas traseiras dos animais, 60 minutos ap6s a administracdo oral dos tratamentos
no modelo de formalina.

o Carragenina: A carragenina foi preparada na concentracdo de 10 mg/ml. Administrada
em volume de 0,1 mL, 60 minutos apos a administracdo oral dos tratamentos no modelo de
edema de pata e de bolsa de ar subcutdneo. No modelo de edema de pata a carragenina foi
administrada em uma das patas traseiras dos animais.

o Glutamato: agonista de receptores glutamatérgicos. Utilizado no modelo de
nocicepc¢do induzido por glutamato. Administrado por injecédo intratecal 175 nmol/local em
um volume de 5 pL, baseado em SIMOES et al., 2016

o Naloxona: antagonista ndo-seletivo opioide. Administrado por via intraperitoneal (i.p)
na dose de 15 pmol/kg no modelo de imersdo da cauda em agua quente, baseado em
STEFANO e cols., 2017.

. N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME): inibidor ndo-seletivo da Oxido nitrico
sintase. Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 3,7 umol/kg no modelo de
imersdo da cauda em agua quente, baseado em GONCALVES e cols., 2016

o 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ): inibidor da enzima guanilato
ciclase. Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 10,7 umol/kg no modelo de
imersdo da cauda em &gua quente, baseado em GONCALVES e cols., 2016

o Glibenclamida: bloqueador seletivo de canais de potéassio sensiveis a ATP.
Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 2,0 pmol/kg no modelo de imerséo da
cauda em &gua quente, baseado em GONCALVES e cols., 2016

. Naltrindol: antagonista seletivo de receptor opioide do tipo 6. Administrado por via
intraperitoneal (i.p) na dose de 7,2 pumol/kg no modelo de imerséo da cauda em agua quente,
baseado em GONCALVES e cols., 2016
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o Metilnaltrexona: antagonista seletivo periférico de receptor opioide do tipo p.
Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 8,4 pmol/kg no modelo de imerséo da
cauda em agua quente, baseado em GONCALVES e cols., 2016

o Nor-binaltorfimina: antagonista seletivo de receptor opioide do tipo k. Administrado
por via intraperitoneal (i.p) na dose de 4,5 pmol/kg no modelo de imersdo da cauda em &gua
quente, baseado em GONCALVES e cols., 2016

o Atropina: antagonista ndo-seletivo de receptor muscarinico colinérgico. Administrado
por via intraperitoneal (i.p) na dose de 17,2 umol/kg no modelo de imersdo da cauda em &gua
quente, baseado em ROSAS-BALLINA e cols., 2011.

o Mecamilamina: antagonista ndo-seletivo de receptor colinérgico nicotinico.
Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 9,0 umol/kg no modelo de imersdo da
cauda em agua quente, baseado em ROSAS-BALLINA e cols., 2011.

o Ondansetron: antagonista seletivo de receptor serotoninérgico do tipo 5-HTs.
Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 1,7 pmol/kg no modelo de imerséo da
cauda em &gua quente, baseado em ROSAS-BALLINA e cols., 2011.

o 4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA): Inibidor da sintese de serotonina. Administrado
intraperitonealmente por 3 dias consecutivos (0,5 mmol/kg), baseado em HESS e cols., 2010.
o Diazepam — Agonista gabaérgico. Administrado na dose de 1,76 umol/kg por via
subcutanea, baseado em ROSLAND e cols., 1990.

4.4 Modelos experimentais

4.4.1 Modelo de contorc¢des abnominais induzidas por acido acético

Este modelo é usado para triagem da atividade antinociceptiva (KOSTER e cols.,
1959). Solucdo salina, veiculo, diclofenaco (500 umol/kg) e o composto LS26 (1, 5, 10, 100,
300 e 500umg/kg) foram administrados por via oral 60 minutos antes da administragdo do
acido acético. As contor¢des abdominais sdo induzidas pela administragéo intraperitoneal de
0,01 mL/g de acido acético (0,8%). A contagem do nUmero de contor¢des € iniciada
imediatamente apds a injecdo e permanece por um periodo de 30 minutos. O padrdo de
contorgdo abdominal estabelecido para contagem € o aparecimento de fortes contracGes
abdominais, alongamento de todo o corpo do animal, seguido pelo alongamento dos membros
posteriores e contato do abdémen com o assoalho do recipiente em que o animal se encontra
(Figura 11).
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Figura 11: Modelo Experimental de Contorgio Abdominal induzidas por Acido Acético

4.4.2 Modelo de formalina

Este modelo é utilizado para avaliacdo da dor inflamatéria e ndo-inflamatéria
(HUNSKAAR e HOLE., 1987). Solucédo salina, veiculo, diclofenaco (500 umol/kg) e o
composto LS26 (1, 5 e 10 umol/kg) foram administrados por via oral 60 minutos antes da
administracdo da solucdo de formalina. Fentanil (0,6 pmol/kg) foi administrado por via
subcutanea. Injeta-se 0,02 mL de uma solucdo de formalina a 2,5% em uma das patas
traseiras. Posteriormente, mede-se o tempo (em segundos) que o animal permanece
lambendo a pata em que foi administrada a solugdo. A medida do tempo € feita em duas
fases: a primeira chamada neurogénica, entre 0 e 5 minutos ap6s a injecdo da formalina e a

segunda fase chamada inflamatdria, entre 15 e 30 minutos apds a injecao (Figura 12)

-60 (vo) ’ —— 0 5 |5 90 30 min
e —— H—/
| “Fase 2° Fase
0,02 ml. intraplantar
y
Administracio de Administracio de Formalina a 2.5%
farmacos

Figura 12: Protocolo do Modelo experimental de Formalina

4.4.3 Modelo de imersdo em agua quente
Este modelo serd utilizado para avaliacdo da atividade antinociceptiva néo-
inflamatdria envolvendo circuitaria espinhal (BEN-BASSAT e cols., 1959). O modelo foi

realizado como previamente descrito (MONCADA e cols., 2003). Solucéo salina, veiculo, e 0
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composto LS26 (1, 5 e 10 umol/kg) foram administrados por via oral apds as 2 medidas
controle. Fentanil (0,6 umol/kg) foi administrado por via subcutédnea. Neste modelo, o animal
foi imobilizado dentro de um recipiente cilindrico e a cauda foi imersa (aproximadamente 2
cm) em banho-maria com agua aquecida a uma temperatura de 50 + 1°C. Mediu-se o tempo
(em segundos) em que o animal demorou a retirar a cauda de dentro da &gua, tempo este
chamado de “tempo de laténcia”. Foram feitas oito medidas dos tempos de laténcia com
intervalos de 20 minutos entre cada uma delas. As primeiras duas medidas foram realizadas
antes da administracdo dos farmacos (e foram chamadas de medidas controle). A média das
medidas controle foi denominada “linha de base”. Para se evitar danos teciduais causados pela
temperatura na cauda dos animais, calculamos um “cut-off” de 3 vezes o valor da linha de
base. A antinocicepcdo foi quantificada pelo célculo do percentual de aumento em relacdo a
linha de base, dado pela formula representada na Figura 12b, a partir do protocolo
experimental (Figura 12b). Os resultados sdo expressos como tempo de reatividade em
segundos.

Antagonistas como: naloxona, metilnaltrexona, nor-binaltorfimina e naltrindol
atropina, mecamilamina, glibenclamida, ODQ, ondansetrona e L-NAME foram administrados
previamente ao tratamento com o composto, com a finalidade de se avaliar a participacdo de
diferentes sistemas (opioide, serotoninérgico, nitrérgico e colinérgico) sobre a atividade do
composto. PCPA (0,5 mmol/kg) foi administrado intraperitonealmente por 3 dias

consecutivos (Figura 13).

a)
-40 =20 0 20 40 60 80 100 120 min
—_ L— —— e
Controle Tempo de laténcia
(Linha de base)
b)
Administra¢ao do farmaco % = (Tempo de laténcia x 100) - 100

Linha de base

Figura 13: Modelo experimental de Imersdo a &gua quente. a) Protocolo experimental; b) Férmula

utilizada para quantificacdo da antinocicepcao.
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4.4.4 Modelo de nocicepgéo induzido por glutamato

Para avaliar o envolvimento do Glutamato na via de sinalizacdo do LS26, os animais
receberam injecédo intratecal 175 nmol/local em um volume de 5 pL. Solugdo salina, veiculo,
acido acetilsalicilico (AAS) (1,11 mmol/kg) e o composto LS26 (1, 5 e 10 umol/kg) foram
administrados por via oral 60 minutos antes da administracdo da solucdo de glutamato. A
dose de glutamato foi realizada de acordo com Simdes et al., (2016). Em seguida, os
camundongos foram imediatamente colocados em uma camara de observacao, onde o tempo
que os animais permaneceram lambendo e mordendo na area injetada foi observado por 3 min
(Meotti et al., 2006). O tempo de lambida da pata do animal foi medido com cronémetro e

considerado indicativo de comportamento nociceptivo (Figura 14).

0 _ 60 min 63 mir
Contagem do tempo de
lambedura em segundos

/

Administracio
de farmacos

Figura 14: Modelo experimental de Nocicepg¢do induzida por Glutamato

4.4.5 Modelo de Constricdo Cronica do Nervo Ciatico (CCC)

Este modelo é utilizado para inducdo de lesdo em nervo periférico com

consequente inducdo de dor neuropatica (SEITZER et a/, 1990). Neste modelo, os

camundongos foram anestesiados com quetamina (160 mg/kg; i.p.) e xilazina (32 mg/kg; i.p.),
e submetidos a cirurgia, onde realizamos uma inciséo na parte lateral da coxa direita € o nervo
ciatico foi exposto. Foram realizadas 4 ligaduras (com fio mononylon 6.0) ao longo do nervo
e realizada sutura da ferida cirdrgica (figura 14). Uma resposta imune a sutura leva a
inflamacdo do nervo ciatico (NC). Uma falsa cirurgia (sham) foi realizada em um grupo de
animais, onde o nervo foi exposto, mas nao foi feita a ligadura. Trés semanas apos a cirurgia

os animais desenvolvem alodinia. Na tabela 3 esta representado os grupos experimentais e na
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figura 15 esté representada o procedimento cirargico. Os animais foram tratados por 14 dias e
submetidos ao modelo de VVon Frey, conforme descrito na se¢do correspondente.

Tabela 3: Grupos experimentais e seus respectivos tratamentos e procedimentos realizados

Grupos n=6 Tratamento Condigdes experimentais
Controle Solucéo salina Ligadura do NC e tratamento com solucéo salina
SHAM Solucéo salina Sem ligadura do NC e tratamento com solucgdo salina
Fentanil Fentanil 0,6umol/kg Submetido a constricdo do NC e tratamento com fentanil
LS26 LS26 10umol/kg Submetido a constricdo do NC e tratamento com LS26

Nervo fibular
comum (—->
Nervo Tibial e :.7

Nervo Sural € . s
Constm_:ao cronica

'O x4 ligaduras = ‘

Figura 15: Constri¢do cronica do nervo cidtico. S&o realizadas 4 ligaduras no nervo ciatico animal,
induzindo dor neuropatica. (Fonte: adaptado de AUSTIN E MOALEN, 2012)

4.4.6 Modelo de Von Frey

A fim de avaliar a alodinia causada pela constri¢do crénica do nervo ciatico utilizamos
0 modelo de Von Frey. Este método avalia a sensibilidade tecidual ao estimulo mecanico
através de um estesibmetro eletrénico composto de um transdutor de pressao ligado por um
cabo a um detector digital de forca, a qual é expressa em gramas (CUNHA et al, 2004;
JENSEN et al., 1986). Ao transdutor foi adaptada uma ponteira descartavel de 0,5 mm? com
ponta abaulada para estimular diretamente a pata do animal com um estimulo ndo nocivo. Os
animais foram colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho é uma rede de malha igual a 5
mm? constituida de arame de 1 mm de espessura, durante 15 minutos antes do experimento
para adaptacdo ao ambiente. Espelhos foram posicionados 25 cm abaixo das caixas de
experimentacao para facilitar a visualizacdo das plantas das patas dos animais. A presséo foi
exercida no meio da area plantar posterior da pata traseira operada até que o animal realizasse
0 movimento de retirada da pata (AUSTIN E MOALEM, 2012). O estimulo foi entdo

54



interrompido e a forca exercida para promover a resposta caracteristica, foi registrada pelo
aparelho. A area da regido plantar estimulada foi desafiada 3 vezes consecutivas em intervalos
de 5-10 segundos e foi considerada como resultado a meédia aritmética desses 3 registros.
Apbs 21 dias da cirurgia de CCC foram realizadas administrac6es didrias de LS26 10 umol/kg
v.o0., fentanil 0,6 umol/kg subcutaneo (s.c.) (ZULAZMI, 2015) e solucdo salina durante 14
dias. No primeiro dia iniciamos a administragdo das substancias e submetemos o0s animais ao
modelo de Von Frey nos tempos de 1, 2, 3 e 4h ap0s a administracdo das substancias. Nos
dias 3, 6, 9, 12 e 14 submetemos os animais ao modelo com a estimulacdo da pata antes da
administracdo das substancias, a fim de verificar a atividade antinociceptiva cronica (Figura
16).

Apds a ultima avaliacdo no modelo de Von Frey no 14° dia, os niveis de IL-1p e IL-6
foram estimados (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995). Os animais foram eutanasiados, € 0s
segmentos do NC foram coletados e homogeneizados em solugéo salina fosfato tamponada
(PBS) contendo NaCl 0,4 M, Tween 20 0,05%, 0,5% albumina de soro bovino (BSA), 0,1
mmol fenilmetilsulfonil fluoreto, 0,1 mmol de cloreto de benzeténio, 10 mmol de EDTA e
0,001% de aprotinina (37,6 mg por 100 ml de PBS com EDTA). Entdo as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 min a 4 °C. Os niveis de IL-1p e IL-6 foram estimados
usando um kit ELISA (ligado a enzima ensaio imunoabsorvente), seguindo as instru¢des do

fabricante.

« Avaliagdo aguda no Von frey

= Cirurgia ({CCC)

| NERREEEREEED
Dias -1 4% 4 i 9 12 14

Avaliagao cronica no Von Frey

Figura 16: Protocolo experimental do modelo de Von Frey. CCC= constrigdo cronica do nervo ciatico; 1*=
inicio da administracdo das substancias (LS26 pmol/kg v.o., Fentanil 0,6 pmol/kg i.p. e solucdo salina).
Tratamento realizado durante 14 dias.
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4.4.7 Modelo de rotarod

Este modelo é realizado para avaliar a integridade do sistema motor dos animais.
Solucdo salina, veiculo, Diazepam (1,76 pmol/kg; s.c.) e o composto LS26 (10 umol/kg)
foram administrados por via oral. O procedimento da barra giratéria, descrito por DUNHAM
E MIYA (1957), é capaz de detectar prejuizos neuroldgicos como ataxia, sedacdo e
hiperexcitabilidade e é executado em um aparelho composto por uma barra pléstica rugosa de
3 ¢cm de diametro e de 50 cm de comprimento. O procedimento consiste na avaliacdo da
capacidade do animal em se manter sobre uma barra que gira a uma velocidade de 20 rpm,
permitindo-se até trés reconducgdes apds queda, durante o periodo de avaliacdo que € de 1
minuto. Considerando que uma parcela dos animais pode ndo ser naturalmente apta a se
manter sobre a barra giratdria, procedeu-se a uma pré-selecdo na qual foram descartados de
todo o procedimento os animais ndo-aptos. No dia anterior ao experimento 0s animais
selecionados foram submetidos ao modelo para treinamento na barra giratoria. A avaliacdo

consiste na contagem do nimero de quedas no intervalo de 1 minuto (Figura 17).

0 60 mins 61 mins
Contagem do
numero de quedas

Administracio
de farmacos

Figura 17: Modelo experimental de Rotarod

4.4.8 Modelo de edema de pata

Este modelo de avaliagdo edematogénica utiliza a técnica de pletismografia
(FERREIRA, 1979), que consiste na utilizacdo do pletismémetro, um equipamento capaz de
registrar pequenas variagdes no volume de liquido deslocado pela insercdo da pata, ate a
articulacéo tibio-tarsica. Veiculo e o composto LS26 (10, 100,300 e 500 pmol/kg) foram
administrados por via oral. O edema foi induzido pela injecdo intraplantar de 0,02 mL de
carragenina (1%, p/v) em uma das patas traseiras do animal. Na outra pata injeta-se 0 mesmo
volume de soro fisioldgico. O edema é avaliado nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas apoés a injecdo da

carragenina (Figura 18).
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Figura 18: Modelo experimental de Edema de Pata

4.4.9 Modelo de permeabilidade vascular

Neste modelo avaliou-se 0 aumento na permeabilidade vascular como descrito por
(MILES e MILES, 1952). O dorso dos animais foi tricotomizado e dividido em seis
quadrantes, apds foi injetado azul de Evans (1%) por via intravenosa (0,2 mL),
acompanhado pela administracdo oral de solucéo salina, prometazina (17,6 umol/kg; s.c.)
dexametasona (5,7 pmol/kg; s.c.) ou LS26 (5 umol/kg). Posteriormente foi aplicado
solucdo salina e concentragdes crescentes de serotonina (0,1; 0,25 e 0,5 pg/sitio) ou
histamina (30, 100 e 300 ug/sitio), por via intradérmica, 60 minutos apds a administracao
de azul de Evans e de solucdo salina, prometazina, dexametasona ou LS26. Uma hora ap6s
a aplicacédo das substéncias no dorso dos animais estes foram eutanasiados e a pele do dorso
foi removida. O extravasamento de liquidos causado pelo aumento na permeabilidade
vascular foi caracterizado por regides circulares azuis. A densidade dptica de cada uma
dessas regides foi quantificada apds as regides circulares terem sido removidas, cortadas em
pequenos pedagos e incubadas em solugdo aquosa de formamida (1/1, v/v) por 48 h a 37°C.
Foi retirado 50uL dessa solucdo e colocada na placa para a analise da absorvancia das

amostras que foi medida a 600 nm em leitor de elisa (Figura 19).

57



0 60 min 120 min

Administragédo de azul de Evans{iv} Eutanasia e
administracdo de farmacos {vo) retirada da pele

Administracio intradérmica
de Histamina ou Serotonina

Figura 19: Protocolo experimental do modelo de Permeabilidade Vascular

4.3.8 Modelo da bolsa de ar subcutaneo

A bolsa de ar subcutaneo foi realizada como descrito por VIGIL e cols., 2008. Solucéo
salina, veiculo e o composto LS26 (100, 300 e 500 pumol/kg) foram administrados por via
oral, e a dexametasona (5,7 umol/kg) foi administrada por via subcutanea. Uma area do dorso
dos animais (3cm x 2,5 cm) foi desinfetada. 7 mL de ar estéril foi injetado subcutaneamente
em um unico ponto. As bolsas de ar foram injetadas com ar estéril em dias alternados por 3
dias. Durante este periodo, eritema, inchagco, exsudacdo e vazamento de ar ndo sendo
observados sugerem que o modelo foi estabelecido com sucesso. No quarto dia, 0s animais
receberam carragenina (1%) administrada por via subcutanea no interior da bolsa de ar
subcutaneo e 4 horas depois foram eutanasiados com uma sobredose de pentobarbital. Os
animais foram entdo fixados em uma mesa cirirgica e uma incisdo na pele foi feita para
perfurar a bolsa de ar. A cavidade subcutanea foi lavada com 1 ml de tampé&o fosfato salina
estéril (pH 7,6 contendo NaCl (130 mM), Na:PO4 (5 mM) e KH2PO4 (1 mM) e heparina (20
Ul/mL) em &gua destilada. Ap6s a eutanasia, as amostras de lavado subcutaneo foram
coletadas (Figura 20).

Uma aliquota de 20uL do lavado subcutédneo de cada animal foi transferida para um
Eppendorf® contendo 380uL de liquido de Turk, possibilitando assim a coloragdo dos

leucdcitos e sua posterior contagem em camara de Neubauer sob microscopia Optica.
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1° dia 3°dia 4° dia

Injecio de ar estéril Injeciio de ar estéril Administragdo Injegdo de  Eutandsia ¢ coleta
de Farmacos (v.0.)  carragenina do lavado

_

1 Hora 4 Horas

Figura 20: Modelo experimental de bolsa de ar subcutéanea

4.3.9.Quantificacdo de mediadores inflamatorios

Objetivando quantificar as citocinas IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-4, IL-10 e IFN-y, além de
oxido nitrico presentes nos exsudatos, estes foram centrifugados a 170 x g por 10 min a 4° C,
os sobrenadantes foram coletados 4 horas ap6s a realizacdo do modelo de bolsa de ar
subcutaneo. Procedeu-se entdo a determinacdo da concentracéo destas citocinas em aliquotas
(50nL) do lavado subcutaneo. Para isto, foram utilizados kit’s de imunoensaio enzimatico
(ELISA Kit Mouse, Cayman Chemical®), os quais mensuram as concentracbes de IL-1p,
TNF-a, IL-6, IL-4, IL-10 e IFN-y na amostra através do método de ELISA, semelhante ao
estudo de RAMANA e cols. (2007). J& o contetdo de nitrito foi mensurado utilizando o
reagente de Griess, para analisar o nivel de éxido nitrico. A analise dos mediadores
inflamatdrios foi realizada no Laboratério de Imunologia Celular e Molecular do Ndcleo de
Doencas Infecciosas (NDI) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), do professor
Dr. Daniel Claudio de Oliveira Gomes.

4.3.10. Avaliacdo da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2

Foi utilizado um kit de imunoensaio enzimatico (COX INHIBITOR SCREENING
ASSAY KIT - 96 WELLS, Cayman Chemical®), que determina a producdo de
prostaglandina a partir da atividade das enzimas COX-1 e COX-2. A partir dos dados
obtidos com a utilizagdo do kit, foi construida uma curva padréo através do percentual da
razdo entre a taxa de ligacdo de uma amostra e a taxa de ligacdo maxima (%B/Bo) e do log

da concentracdo de prostaglandina em pg/mL. Este grafico permitiu a obtencdo de valores
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referentes a concentracdo de prostaglandina (pg/mL) obtida pela acdo das enzimas COX-1 e
COX-2 e a porcentagem de inibicdo de ambas as enzimas frente a utilizagdo de doses

crescentes do LS26.

4.3.11 Avaliacéo toxicoldgica oral aguda e subcronica in vivo

Foi realizado modelo de toxicidade aguda, ou chamado também de dose fixa de acordo
com o modelo experimental descrito por LORKE (1983) a fim de determinar os valores de
DLso. Uma Unica dose oral de LS26 (5 mmol/kg) foi administrada a um grupo de animais. Foi
considerada a dose de acordo com os critérios de classificacdo da comunidade Europeia
(OGA, 2003). Os animais foram colocados posteriormente em uma camara de observacao.

A avaliacdo da toxicidade subcrénica foi realizada através da exposicdo repetida de
LS26 na dose de 100 pumol/kg por 14 dias v.o. (adaptado de OGA 2003) a fim de verificar se
o0 tratamento subcrénico produziria algum efeito toxico ndo observado no modelo agudo. Um
grupo controle foi administrado com solucdo salina e foi exposto ao mesmo protocolo (Figura
21).

Administracao diaria de LS 26 e solucdo salina
e

- .
1° dia 14° dia 15° dia
o _
——
Observacao diaria de alteragoes
comportamentais, consumo de
racao e peso dos animais il

Eutanasia, avaliacdo macro e
microscopica dos 6rgaos

Figura 21: Protocolo de avaliacdo toxicolégica e subcrénica

4.4.10 Analise estatistica

Os grupos experimentais foram constituidos por 6 animais. Os resultados sao
apresentados como média £ erro padrdo da méedia (EPM). A significancia estatistica entre
os grupos foi realizada pela aplicacdo de analise de variancia (One-Way ANOVA)
acompanhada pelo teste de Bonferroni para os testes de contor¢fes abdominais induzidas
por acido acético formalina, permeabilidade vascular, rotarod, nocicepcdo induzid por
glutamato, quantificacdo de leucdcitos e citocinas. E foi realizada pela aplicacdo de anélise
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de variancia (Two-Way ANOVA) acompanhada pelo teste de Bonferroni para os testes de
imersdo da cauda em &gua quente cauda, VVon Frey e edema de pata. Os valores de p menor
que 0,05; 0,01 e 0,001 foram usados como nivel de significancia. O método de regressdo
ndo-linear foi usado para o célculo de DI50 do composto LS26 e seus precursores no teste
de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético e célculo de CI50 na avaliagdo da
atividade COX.
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5 RESULTADOS

5.1 Modelos de avalia¢do da atividade antinociceptiva

5.1.1 Teste de contorg¢des abdominais induzidas por acido acético

A administragdo intraperitoneal (i.p) de &cido acético 0,8% produziu 56,0 = 3,6
contorgdes dentro do tempo de 30 minutos (no grupo controle). A administragcéo por via oral
do composto LS26 nas doses de 5, 10, 100, 300 e 500 pumol/kg e o diclofenaco na dose de 500
pumol/kg foram capazes de inibir o nimero de contor¢Ges abdominais em relagdo ao grupo
controle. Todas as doses do LS26 se mostraram eficazes no modelo de antinocicepcéo,
(Figura 22) indicando atividade antinociceptiva do composto. Os percentuais de inibicdo do
nimero de contor¢Bes abdominais obtidos foram: 4,6%, (53,4 + 4,6 contor¢bes) na dose de
lumol/kg, 56,1% (24,6 + 2,0 contorcdes) na dose de 5 upmol/kg, 43,6% (31,6 £ 4,1
contorcdes) na dose de 10 pumol/kg, 64,6% (19,8 + 4,4 contor¢des) na dose de 100 pumol/kg,
71,1% (16,2 + 2,8 contorgdes) na dose de 300 umol/kg e 68,9% (17,4 £ 1,6 contorgdes) na
dose de 500 pumol/kg. A administracdo oral de diclofenaco (500 pmol/kg) inibiu o nimero de
contorcBes abdominais em 65,0%, quando comparada ao veiculo, conforme mostrado na
Tabela 4.
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Figura 22:Efeito antinociceptivo do composto LS26 no modelo de contorc¢fes abdominais induzidas por
acido acético. Os animais foram tratados por via oral com solucdo salina, veiculo, diclofenaco (500
pmol/kg) e LS26 — 1, 5, 10, 100, 300 e 500 pmol/kg. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n =
6) do numero de contorgdes. A significancia estatistica (***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle
e 0s grupos tratados com diclofenaco, veiculo e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA
acompanhado pelo teste de Bonferroni.
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Tabela 4: Modelo de contor¢des adbominais induzidas por acido acético

Tratamentos Numero de contorgdes Inibicéo (%)
(Média + EPM)

Controle 56,0 + 3,6
Veiculo 59,6 + 6,3
Diclofenaco 500 umol/kg 19,6 + 2,6*** 65,0%
LS26 1 umol/kg 53,4+4,6 4,6%
LS26 5 pmol/kg 24,6 + 2,0*** 56,1%
LS26 10 umol/kg 31,6 +4,1*** 43,6%
LS26 100 pmol/kg 19,8 + 4, 4*** 64,6%
LS26 300 pumol/kg 16,2 + 2,8*** 71,1%
LS26 500 pmol/kg 17,4 + 1,6*** 68,9%

***p < 0,001 entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, diclofenaco e doses crescentes do
composto, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

A partir dos dados acima, construiu-se os graficos para a determinagdo do Dlso (Dose

inibitéria 50%) a fim de verificar a dose do farmaco responsavel por inibir 50% das

contorcBes (Figura 23). O composto hibrido se mostrou mais potente que seus precursores por

ter apresentado um Dlsg inferior.
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Figura 23: Curvas dose-resposta do diclofenaco (A), do composto LS20 (B) e do composto LS26 (C), no
modelo contorg¢bes abdominais induzidas por acido acético, e célculo de DI50. A andlise estatistica foi feita
através da regressao nao-linear.

5.1.2 Modelo de formalina

Os animais foram tratados com LS26 nas doses de 1, 5 e 10 umol/kg, pois as doses
mais baixas ndo tiveram diferenca significativa em relacdo as mais altas. Como controle
positivo foi utilizado fentanil (0,6 pmol/kg). O grupo controle apresentou na 12 fase o tempo
de lambedura de 50,8 + 3,6 segundos e na 22 fase foi de 173,9 + 7,8 segundos. O tratamento
com o composto LS26 reduziu significativamente o tempo em que 0s animais permaneceram
lambendo as patas apos injecdo de formalina. Na 12 fase, o efeito inibitdrio somente foi
observado na maior dose, 10 umol/kg (inibicdo de 51,6% - 24,6 + 3,9 segundos). E ja na 22
fase, o efeito inibitdrio foi observado nas doses de 5 e 10 umol/kg (inibi¢do de 41,2% - 102,3
+ 15,2 segundos e inibicdo de 52,4% - 82,8 + 18,7 segundos) respectivamente conforme a
Figura 24 e Tabela 5. Fentanil reduziu o tempo de lambedura em 56,1% (22,3 + 3.6 segundos)
e 75,7% (42,3 + 4,2 segundos), na 12 e 22 fases, respectivamente; enquanto diclofenaco inibiu

o0 tempo de lambedura somente na 22 fase em 54,6% (79,0 + 8,0 segundos).
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Figura 24: : Efeito antinociceptivo do composto LS26 no modelo de formalina. Os animais foram tratados
por via oral com solucio salina, veiculo, fentanil (0,6 pmol/kg; s.c.), Diclofenaco (500 pmol/kg) e LS26 — 1,
5 e 10 pmol/kg. Os resultados sio expressos como média + E.P.M. (n = 6) do tempo de lambedura. A
significancia estatistica (* p < 0,05 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e 0s grupos
tratados com veiculo, fentanil, diclofenaco e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA seguida
pelo teste de Bonferroni.

Tabela 5: Tempos de lambedura, em segundos, no modelo de formalina

Tempo de Lambedura
(segundos — Média + EPM)
Tratamentos 12 Fase 22 Fase
Controle 50,8 + 3,6 1739+7.8
Veiculo 51,7+43 162,4 + 10,7
Fentanil 22,3 + 3.6* 42,3 + 4,2%**
Diclofenaco 500 umol/kg 40,0 +4,0 79,0 + 8,0%**
LS26 1 pmol/kg 44,6 + 9,6 165,2 + 21,0
LS26 5 umol/kg 36,9+5,6 102,3 + 15,2%**
LS26 10 pmol/kg 24,6 +3,9* 82,8 + 18,7***

*p <0,05 e***p < 0,001 entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, fentanil, diclofenaco e
doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.1.3 Modelo de imersdo da cauda em agua quente

No modelo de retirada de cauda, os animais receberam por via oral 0 composto LS26
nas doses de 1, 5 e 10 umol/kg. O fentanil (0,6 umol/kg) foi padronizado como controle
positivo do experimento. A figura 25 (A) evidencia que somente a maior dose de LS26
testada foi capaz de aumentar o tempo de resposta em rela¢do ao grupo controle, confirmando

assim seu efeito antinociceptivo neurogénico, iniciando no tempo 80 min com 0 composto
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LS26, enquanto com o fentanil o efeito se manifestou em todos os tempos de medida. Em B, o
composto LS26 na maior dose apresentou 82,2% de aumento na rea sob a curva, enquanto o
fentanil apresentou 158,1% de aumento. Na Tabela 6, os tempos de laténcia em segundos no

experimento sdo apresentados.
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Figura 25: Efeito antinociceptivo do composto LS26 no modelo de imersdo da cauda em agua quente. Em
A, os animais foram tratados por via oral com solucio salina, veiculo, fentanil (0,6 pmol/kg; s.c.) e doses
crescentes do composto (1, 5 e 10 pmol/kg). Em B, representacio do calculo da area sob a curva. Os
resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6) do tempo de reatividade. Em A, a significancia
estatistica (*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados
com veiculo, fentanil e doses crescentes do composto, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni. Em B, a significancia estatistica (**p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo
controle e os grupos tratados com veiculo, fentanil e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni.
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Tabela 6: Tempos de laténcia, em segundos, no modelo de imersao da cauda em agua quente.

Tempo de Laténcia (segundos — Média + EPM)
Tratamentos | g | 2| @ | 60 | & | w0 | 10
Base min min min min min min
3,13 + 3,14 + 3,18 + 3,17 + (320 + 3,20 + 3,18 +
Controle 0,5 1,1 0,4 0,8 0,7 0,9 0,6
3,95 + 4,00 + 401 + 3,99 + 401 + 3,97 + 4,00 +
Veiculo 0,6 0,4 0,6 0,5 0,9 0,9 1,0
3,37 + 9,51 + 9,42 + 9,51 + 9,51 + 9,13 + 9,24 +
Fentanil 0,7 1,3*** 1,0%** 1,0%** 1,2%** 0,9*** 1,2%**
LS26 410 + 4,62 + 461 + 458 + 482 + 5,10 + 6,00 +
1umol/kg 0,6 0,5 0,9 1,3 1,0 0,9 1,1
LS26 5 2,84 + 354 + 431 + 4,05 + 458 + 4,09 + 427 +
umol/kg 0,6 0,8 0,6 1,2 0,8 1,0 0,8
LS26 10 3,34 + 432 + 5,04 + 6,28 + 7,68 + 7,72 + 7,77 +
umol/kg 0,4 0,5 0,9 0,7 1,2** 0,9** 0,7**

** p < 0,01 e ***p < 0,001 entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, fentanil e doses
crescentes do composto, por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

O mesmo modelo também foi utilizado para investigar a participacdo das vias
opioide, nitrérgica, envolvimento dos canais de K* regulados por ATP e a participacdo da
guanilato ciclase sensiveis ao 6xido nitrico no controle antinociceptivo. Para isso, foi
realizado administracéo prévia de naloxona, L-NAME, glibenclamida e ODQ respectivamente
como demonstrado na Figura 26. A fim de se avaliar o envolvimento dos receptores opioides
no mecanismo de acdo do LS26, administramos naloxona (N), um antagonista ndo-seletivo de
receptor opioide (15 pmol/kg i.p.), 15 minutos antes da administracdo do composto, enquanto
a dose do LS26 usada foi aquela que obteve o melhor resultado no modelo de retirada de
cauda (10 umol/kg). A naloxona foi capaz de inibir o efeito antinociceptivo do LS26 de forma
significativa a partir de 80 minutos, reduzindo em 27,7% a area sob a curva, apés a
administracdo conjunta de LS26 + N, de modo a demonstrar uma possivel participacdo do
sistema opioide na acdo do composto.

Para a avaliacdo da participagdo da via nitrérgica, os animais foram pré tratados com
L-NAME (3,7 umol/kg i.p., inibidor ndo-seletivo da Oxido nitrico sintase). Os resultados
demonstram uma queda na agédo antinociceptiva do LS26 ap0s a inibi¢do na sintese de 0xido
nitrico nos tempos 80, 100 e 120 minutos, sugerindo uma provavel participacdo da via L-
arginina-NO no mecanismo do LS26 (Figura 26). A prévia administracdo de L-NAME

reduziu em 32,6% a area sob a curva.
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Avaliou-se da mesma forma o envolvimento dos canais de potéssio regulados por

ATP no mecanismo de acdo do composto LS26 administrando-se glibenclamida previamente

apos a administracdo do composto. A glibenclamida na dose de 2 umol/kg (i.p.) reduziu o

efeito antinociceptivo do composto, levantando uma possivel participacdo desses canais para

0 mecanismo de acdo do LS26. Posteriormente, também foi avaliado a influéncia do pré-

tratamento dos animais com ODQ (10,7 pumol/kg i.p., inibidor da guanilato ciclase sensivel ao

oxido nitrico). O tratamento prévio com ODQ foi capaz de reduzir o efeito de antinocicepc¢éo

induzido pelo composto LS26, igualmente nos tempos de 80, 100 e 120 minutos apos a

administracdo do medicamenfo (Figura 26) e (Tabela 7). A prévia administracdo de

glibenclamida e ODQ reduziu em 28,7% e 36,5%, respectivamente, a area sob a curva.

Tempo de reatividade (s)

Area sob a curva (ASC)
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Figura 26: Influéncia da administracdo de naloxona (N), ), N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME),
glibenclamida (Gli) e 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one ODQ sobre o efeito antinoniceptivo do
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LS26 (10 umol/kg) no modelo de imersdo da cauda em agua quente. Em A, Os animais foram pré-
tratados intraperitonealmente com naloxona (15 pmol/kg), L-NAME (3,7 pmol/kg), Glibenclamida (2
pmol/kg) e ODQ (10,7 pmol/kg) 15 minutos antes da administra¢do do composto. Em B, representa¢do do
calculo da area sob a curva. Os resultados sdo expressos como média £ E.P.M. (n = 6) do tempo de
reatividade. Em A, a significancia estatistica (*p < 0,05 e **p < 0,01) foi calculada entre o composto
isolado e o composto combinado a naloxona, L-NAME, glibenclamida e ODQ por Two-Way ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni. Em B, a significancia estatistica (***p < 0,001) foi calculada entre o
composto isolado e o composto combinado a naloxona, L-NAME, glibenclamida e ODQ por One-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 7: Avaliacao da influéncia da administracdo prévia de Naloxona, L-NAME, Glibenclamida e
ODQ sobre os tempos de laténcia induzidos pelo LS26 no modelo de imersdo da cauda em agua quente.

Tempo de Laténcia (segundos - Média + EPM)
Tratamentos Linha 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
de Base
LS26 334 + 432 + 504 + 6,28 + 7,68 + 772 + 777 +
04 0,5 0,9 0,7 1,2 0,9 0,7
LS26 + N 389 + 422 + 465 + 432 + 356 + 445 + 411 +
0,6 0,8 0,5 1,0 1,1%* 0,8** 0,5**
LS26 + L- 380 + 369 + 332 + 432 + 423 + 369 + 398 +
NAME 0,6 0,6 0,5 0,8 0,9** 0,3** 1,0**
LS26 + Gli 422 + 401 + 456 + 39 + 394 + 388 + 398 +
0,7 0,5 0,3 11 0,4** 0,7** 1,0%*
LS26 + ODQ 380 + 369 + 332 + 432 + 4,23 + 369 + 360 +
0,6 0,6 0,5 0,8 0,9** 0,3** 0,5**

** p < 0,01 entre o composto isolado e 0 composto associado a naloxona, L-NAME, glibenclamida e
ODQ por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

Considerando uma possivel participacdo do sistema opioide no mecanismo de acao
do LS26, avaliamos a participagao seletiva dos receptores opioides (u, k € 8). Na Figura 27 foi
avaliada a interferéncia da administracdo prévia de metilnaltrexona (antagonista seletivo
periférico do receptor p opioide) na dose de 8,4 umol/kg i.p., demonstrando uma diminuicao
no efeito antinociceptivo do LS26, com a reducdo de 34,7% na area sob a curva. Também foi
analisada o envolvimento do receptor 6 opioide através da administracdo de naltrindol na dose
de 7,2 pmol/kg (antagonista seletivo do receptor 6 opioide) sobre o efeito antinociceptivo do
composto, sendo observado uma reducdo na acdo do LS26 a partir de 60 minutos apés a
administracdo intraperitoneal, com a reducgdo de 29% na area sob a curva. A administragdo
prévia de nor-binaltorfimina (antagonista seletivo do receptor k opioide) reduziu o efeito
antinociceptivo do composto a partir de 80 minutos ap6s a administracdo do farmaco até 120
minutos, com a reducdo de 36,3% na area sob a curva. Estes resultados mostram o
envolvimento de receptores opioides p, k € 6 N0 mecanismo de a¢do do composto LS26
(Tabela 8).
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Figura 27: Influéncia da administracdo prévia de metilnaltrexona (MN), Naltrindol (Nal) e Nor-
Binaltorfimina (Nor) sobre o efeito antinociceptivo induzido pelo composto LS26 (10 umol/kg) no modelo
de imersdo da cauda em &gua quente. Em A, Os animais foram pré-tratados intraperitonealmente (i.p.)
com metilnaltrexona (8,4 pmol/kg), Naltrindol (7,2 pmol/kg) e Nor-Binaltorfimina (4,5 pmol/kg) 15
minutos antes da administracdo do composto. Em B, representacdo do calculo da area sob a curva. Os
resultados sdo expressos como média = E.P.M. (n = 6) do tempo de reatividade. Em A, a significancia
estatistica (**p < 0,01) foi calculada entre o composto isolado e 0 composto combinado a metilnaltrexona,
Naltrindol e Nor-Binaltorfimina por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Em B, a
significancia estatistica (**p < 0,01) foi calculada entre o composto isolado e o composto combinado a
metilnaltrexona, Naltrindol e Nor-Binaltorfimina por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

Tabela 8: Avaliacdo da influéncia da administracdo prévia de Metilnaltrexona, Natrindol e Nor-
Binaltorfimina sobre os tempos de laténcia induzidos pelo LS26 no modelo de imersdo da cauda em agua
quente.

Tempo de Laténcia (segundos - Média + EPM)
Linha 20 40 60 80 100 120
Tratamentos | de Base min min min min min min
LS26 3,34 + 432 + 5,04 + 6,28 + 7,68 + 7,72 + 7,77 +
0,4 0,5 0,9 0,7 1,2 0,9 0,7
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LS26 + MN 3,85 + 3,97 + 3,21 + 3,56 + 347 + 4,21 + 3,67 +
0,3 1,0 1,0 0,7 0,9** 0,5** 0,4**
LS26 + Nal 4,07 + 4,03 + 4,21 + 411 + 4,56 + 3,58 + 3,67 +
0,7 0,6 0,5 0,6 0,2** 0,7** 1,0**
LS26 + Nor 3,72 + 3,13 + 3,33 + 3,45 + 3,78 + 4,23 + 4,15 +
0,5 1,0 0,6 12 0,4** 0,5** 0,9**

** p < 0,01 entre 0 composto isolado e 0 composto associado a Metilnaltrexona, Naltrindol e Nor-
Binaltorfimina por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

Para avaliar a possivel participacdo do sistema colinérgico no mecanismo de acdo do

LS26, foi administrado o antagonista ndo-seletivo de receptores nicotinicos, mecamilamina (9

pumol/kg), antagonista colinérgico muscarinico ndo-seletivo, atropina na dose de 17,2

pumol/kg, ambos pela via intraperitoneal. Os resultados, como vemos na Figura 28, ndo foram

capazes de inibir os efeitos antinociceptivo do composto LS26.

O antagonista seletivo de receptor serotoninérgico 5HT3, ondansentron, também foi

administrado para avaliar o envolvimento da via serotoninérgica, além do inibidor da enzima

triptofano hidroxilase, 4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA), um inibidor da sintese de serotonina.

As doses utilizadas para ambos os famacos foi de 1,7 umol/kg e 0,5 mmol/kg, por via

intraperitoneal. Nenhuma alteracdo no efeito antinociceptivo do LS26 foi observada (Figura

28).
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Figura 28: Influéncia da administracdo prévia de Mecamilamina (Mec) Atropina (Atro), Ondasetron
(Ond) e 4-cloro-DLfenilalanina (PCPA) sobre o efeito antinociceptivo induzido pelo composto LS26 (10
pmol/kg) no modelo de imersdo da cauda em agua quente. Em A, os animais foram pré-tratados
intraperitonealmente com Mecamilamina (9 pmol/kg), Atropina (17,2 pmol/kg) e Ondasetron (1,7
pmol/kg) 15 minutos antes da administracdo do composto. PCPA (0,5 mmol/kg) foi administrado
intraperitonealmente por 3 dias consecutivos. Em B, representacdo do calculo da &rea sob a curva. Os
resultados sdo expressos como média £ E.P.M. (n = 6) do tempo de reatividade. Em A, a significancia
estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre o composto isolado e o composto combinado a Mecamilamina,
Atropina, Ondasetron e PCPA por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Em B, a
significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre o composto isolado e 0 composto combinado a
Mecamilamina, Atropina, Ondasetron e PCPA por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 9: Avaliacdo da influéncia da administragdo prévia de Mecamilamina (Mec), Atropina (Atro),
Ondansentron (Ond) e PCPA sobre os tempos de laténcia induzidos pelo LS26 no modelo de imerséo da
cauda em agua quente.

Tempo de Laténcia (segundos - Média + EPM)
Tratamentos Linha 20 40 60 80 100 120
de min min min min min min
Base
LS26 3,34 + 4,32 + 504 + 6,28 + 7,68 + 7,72 + 7,77 +
0,4 0,5 0,9 0,7 1,2 0,9 0,7
LS26 + Mec 439 + 5,10 + 532 + 6,32 + 7,41 + 7,52 + 7,31 +
0,3 0,9 0,8 1,0 0,5 0,8 0,7
LS26 + Atro 3,46 + 4,23 + 541 + 6,14 + 6,97 + 7,17 + 6,94 +
0,7 1,1 0,3 0,8 0,5 0,7 0,9
LS26 + Ond 3,67 + 412 + 6,31 + 6,14 + 7,14 + 7,25 + 6,56 +
0,5 0,5 0,6 0,4 1,0 1,0 0,5
LS26 + 3,567 + 439 + 458 + 6,41 + 6,89 + 7,25 + 7,24 +
PCPA 0,5 0,6 1,2 1,0 0,9 0,7 0,8

* p < 0,05 entre 0 composto isolado e 0 composto associado a Mecamilamina, Atropina, Ondasetron e
PCPA por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.
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5.1.4 Modelo de nocicepcdo induzida por glutamato

Os efeitos do LS26 sobre a nocicepcédo induzida por glutamato é mostrado na Figura

29. A injecéo intratecal de glutamato provocou uma reacdo de lambedura de 168,0 + 21,0

segundos no grupo controle, e nenhuma dose de LS26 foi capaz de atenuar o efeito

nociceptivo nos animais (Tabela 7).
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Figura 29: Efeitos de LS26 administrado por via oral no tempo de lambedura induzido por glutamato
(175 nmol) por via intratecal. Os animais foram tratados com solucéo salina, veiculo, acido acetilsalicilico
(AAS - 1,11 mmol/kg) e LS26 (1, 5 e 10 umol/kg). Os resultados sdo apresentados como a média + SEM (n
= 6-8). A significancia estatistica foi calculada por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni.
***  <0,001 ao comparar os grupos tratados com AAS, LS26 e veiculo com o grupo de controle.

Tabela 7 — Modelo de nocicepc¢éo induzido por glutamato.

Tratamentos Tempo de Lambedura Inibicéo (%)
(segundos - Média +
EPM)

Controle 168,0 + 21,0

Veiculo 146,3 + 16,3 13,0%

Acido acetilsalicilico 76,4 + 1,1%** 54,5%

LS26 1 umol/kg 168,9 + 13,2

LS26 5 umol/kg 1452 + 16,8 13,6%

LS26 10 umol/kg 138,9+ 15,8 17,3%

***p < 0,001 entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, acido acetilsalicilico e doses
crescentes do composto, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.1.5 Modelo de VVon Frey

Este modelo foi realizado com o objetivo de analisar a atividade antinociceptiva do

composto LS26 em um modelo de indugdo de dor neuropatica. Como podemos observar na

Figura 30 e Tabela 10, o composto foi capaz de reduzir a alodinia nos tempos de 2, 3 e 4
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horas, pds-tratamento quando comparado ao grupo controle, aumentando em 89,6% a &rea sob

a curva, enquanto o fentanil aumentou em 116% a area sob a curva.
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Figura 30: Avaliacdo da atividade antinociceptiva aguda no modelo de constri¢do crdnica do
nervo ciatico atraves do modelo de von frey. Foram realizadas 3 estimulagdes com intervalo de 5
a 10 segundos em cada animal. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M (n = 6) do limiar
mecéanico em gramas. Em A, a significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada
entre o grupo controle e os grupos tratados fentanil (0,6 pmol/kg; s.c.), LS26 (10 pmol/kg v.0.) e grupo
sham (falso operado), por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Em B, representacédo do
célculo da area sob a curva, onde a significancia estatistica (* p < 0,05 e **p < 0,01) foi calculada entre o

grupo controle e os grupos tratados fentanil, LS26 e grupo sham, por One-Way ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni.
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Tabela 10: Avaliacdo da atividade antinociceptiva aguda pelo modelo de Von Frey

Limiar Mecénico (g)
Tratamentos 1H 2 H 3H 4 H
Controle 49+0,9 47+05 43+0,7 4,26 + 0,6
SHAM 12,2 +1,6** 10,1 + 1,9*%* 10,4 + 10,5+
1’5*** 1’5***
Fentanil 7,4+0,9 9,8 +0,8** 10,4 + 10,9 +
0’9*** 1’1***
LS26 - 10 56+0,6 8,8 +0,8* 9,2+0,9* 9,9 +1,0%*
umol/kg

*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e 0s grupos tratados fentanil,
LS26 e grupo sham), por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

Na avaliacdo do uso crénico de LS26 no modelo de inducdo de dor neuropatica, o
composto foi capaz de diminuir a alodinia em todos os dias de avaliacdo, como podemos

observar na Figura 31 e Tabela 11, aumentando em 163,8% a area sob a curva, enquanto o
fentanil aumentou em 156,1% a &rea sob a curva.
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Figura 31: Avaliagdo da atividade antinociceptiva crénica no modelo de constricdo crdnica do nervo
ciatico atraves do modelo de von frey. . Foram realizadas 3 estimulagdes com intervalo de 5 a 10 segundos
em cada animal. Os resultados sdo expressos como média + E. P.M. (n = 6) do limiar mecanico em gramas.
Em A, a significancia estatistica (**p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os
grupos tratados fentanil (0,6 pmol/kg; s.c.), LS26 (10 pmol/kg v.0.) e grupo sham (falso operado), por
Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Em B, representacdo do célculo da area sob a curva,
onde a significAncia estatistica (* p < 0,05 e **p < 0,01) foi calculada entre o grupo controle e 0s grupos
tratados fentanil, LS26 e grupo sham, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 11: Avaliacio da atividade antinociceptiva crdnica pelo modelo de Von Frey.

Limiar Mecanico (g)
Tratamentos 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 14° dia
Controle 41+04 41+0,5 3,7+04 3,9+0,6 47+0,7
SHAM 11,8 +0,8*** | 12,2 +0,5*** | 105+ 1,5*** | 115+ 1,2*** 10,4 + 1,0**
Fentanil 11,3+ 15%** | 10,5+ 1,4*** 9,6 + 0,9%** 10,5 + 1,2%** 9,6 + 0,8**
LS26 — 10 105+1,8*** | 115+ 1,1*** 9,8 + 0,9%** 10,2 + 1,2%** | 11,3 +1,0%**
umol/kg

*p < 0,05 **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e 0s grupos tratados
fentanil, LS26 e grupo sham, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

Para verificar o mecanismo anti-inflamatério do LS26 no modelo de dor neuropatica,
foi mensurado as citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-6 no segmento do nervo ciatico, e
observamos na Figura 32 e Tabela 12 que 0 LS26 na dose de 10 umol/kg foi capaz de reduzir
a producao/liberacdo em 42,1% e 30,3%, respectivamente, no nervo analisado.
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Figura 32: Efeito do composto LS26 na quantificacdo de citocinas (A- IL-1p e B- IL-6) a partir de
segmento do nervo ciatico. Os animais foram pré-tratados com solugio salina e LS26 (10 pmol/kg). Os
resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6) da quantidade de citocinas. A significancia
estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre o grupo Sham e os demais grupos (CCC — Constricao cronica do
nervo ciatico), por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. A significancia estatistica (##p <
0,01 e #p < 0,05) foi calculada entre o grupo controle e LS26 (CCC — Constrigdo crdnica do nervo ciatico),
por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 12: Quantificacdo de citocinas a partir de segmento do nervo ciatico.

IL-1p (pg/mg proteina) IL-6 (pg/mg proteina)
Tratamentos (Média + EPM) (Média + EPM)
Sham 65,3 +6,9 2725+ 19,6
Controle 101,2 +11,2* 366,5 + 41,2*
LS26 10 umol/kg 58,6 + 6,1 255,3 + 26,3

*p < 0,05 entre o grupo sham e os grupos controle e LS26 por One-Way ANOVA acompanhado pelo
teste de Bonferroni.
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5.1.6 Modelo de rotarod

Neste modelo, os animais foram tratados por via oral com LS26 na dose de
10umol/kg, veiculo, agua destilada e diazepam (1,76pumol/kg). A Figura 33 demonstra que
esta dose, 10 umol/kg ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, e
que o efeito antinociceptivo ndo estd relacionada a déficit na coordenacdo motora dos
camundongos. O grupo do diazepam apresentou diferenca de 500% em relagdo ao grupo
controle (tratado com salina), pois apresenta atividade sedativa e miorrelaxante,

possivelmente responsavel pelo efeito observado (Tabela 13).
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Figura 33: Avaliagcdo do composto LS26 no teste de rotarod. Os tratamentos com solugéo salina, veiculo e
LS26 (10 pmol/kg) foram realizados por via oral e Diazepam (1,76 pmol/kg) por via subcuténea. A
significancia estatistica (***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com
veiculo, diazepam e LS26, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 13: Avaliacdo no modelo de rotarod.

Tratamentos szl\r;:(;&(f Sgﬁ;lj)a S Aumento (%)
Controle 06+0,1
Veiculo 06+0,1
Diazepam 3,6 + 0,4%** 500
LS26 10 pmol/kg 06+0,3

***n < 0,001 entre os grupos veiculo, diazepam (1,76 pmol/kg) e LS26 (10 pmol/kg) com
0 grupo controle, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.2 Modelos de avaliacdo da atividade anti-inflamatoria
5.2.1 Modelo de edema de pata

Neste teste, os animais foram tratados com o composto LS26 (1, 5, 10, 100, 300 e

500umol/kg; v.0). O farmaco diclofenaco (500 umol/kg) foi usado como controle positivo. Os
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animais receberam carragenina 1% (0,02mL; intraplantar). A Figura 34 demonstra que todas
as doses do composto LS26 com excegcdo da dose de lpmol/kg, apresentaram diferenga
significativa em relacéo ao grupo controle, em todos os tempos de medida, indicando assim o
efeito antiedematogénico do composto (Tabela 14). O composto LS26 induziu as seguintes
reducdes na rea sob a curva: 13,3%, 58,9%, 62,6%, 60,1%, 60% e 67% respectivamente para
as doses de 1, 5, 10, 100, 300 e 500pumol/kg; enquanto diclofenaco induziu uma reducdo de
67,6%.
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Figura 34: Avaliagcdo do composto LS26 no modelo de edema de pata. Em A, os tratamentos com
solucao salina, veiculo, diclofenaco (500 pmol/kg) e doses crescentes de L.S26 (1, 5, 10, 100, 300 e
500 pmol/kg) foram realizados por via oral. Em B, representaciao do calculo da area sob a curva.
A solucéo de carragenina (1%) foi aplicada nas patas dos animais em todos 0s grupos. Em A, a
significncia estatistica (***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e 0s grupos tratados
com veiculo, dexametasona e doses crescentes do composto, por Two-Way ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni. Em B, a significancia estatistica (***p < 0,001) foi calculada entre o grupo

79



controle e os grupos tratados com veiculo, diclofenaco e doses crescentes do composto, por One-Way

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 14: Avaliagdo no modelo de edema de pata induzido por carragenina

Volume de edema (pL)

Tratamentos 1 Hora 2 Horas 3 Horas 4 Horas
Controle 102,3+ 11,9 101,7+7,0 85,0 + 10,5 105,0 + 6,5
Veiculo 83,4 +8,0 88,9 +6,3 84,2+53 97,4+6,1

Diclofenaco 34,2 + 3,0%** 31,1 + 2,4%** 30,7 + 3,7*** 28,7 + 3,2%**
LS26 1 83,6 +9,8 85,0 + 10,0 80,0 +9,6 85,2+8,3
pmol/kg
LS26 5 45,2 + 5,6%** 42,3 + 4,0%** 31,2 + 3,7*** 442 + 2,1%**
pmol/kg
LS26 10 30,0 + 5,4*** 35,0 + 5,6%** 40,0 + 6,7*** 35,0 + 3,3***
pmol/kg
LS26 100 15,0 + 5,6*** 45,0 + 4,0%** 40,0 + 3,7*** 40,0 + 2,1%**
pmol/kg
LS26 300 50,0 + 3,1*** 40,0 + 5,2*** 30,0 + 4,5%** 40,3 + 1,7%**
pmol/kg
LS26 500 31,3 + 3,1*** 32,3 + 4,8*** 30,4 + 4,8%** 42,4 + 3,1%**
pmol/kg

*P < 0,05 **P < 0,01 e ***p < 0,001 entre os grupos veiculo, diclofenaco e doses crescentes do

composto com o grupo controle, por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.2.2 Modelo de permeabilidade vascular

Na figura 35 observamos que o0 aumento na concentracdo de histamina e serotonina

administradas induziram aumento na concentracdo de azul de Evans, e a administracdo prévia

do composto LS26 ndo foi capaz de reduzir essse aumento observado com ambas. Ja a

administracdo prévia de prometazina e dexametasona conseguiu evitar 0 aumento na

concentracdo de azul de Evans, significando que estas sdo capazes de inibir a indugdo de

permeabilidade vascular provocadas respectivamente pela histamina e serotonina (Tabelas 15

e 16).
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Figura 35: Efeito do composto LS26 no modelo de permeabilidade vascular induzido pela administragéo
intradérmica de histamina (A) e serotonina (B). Os animais foram pré-tratados (v.0.) com solucéo salina,
Prometazina (17,6 pmol/kg; s.c.) dexametasona (5,7 pmol/kg, s.c.) e LS26 (5 pmol/kg). Os resultados sio
expressos como média + E.P.M. (n = 6) da concentracdo de azul de Evans. A significancia estatistica (* p <
0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre as concentragdes crescentes de histamina (30 pg, 100
pHg e 300 pg) efou serotonina (0,1 pg, 0,25 pg e 0,5 pg) com a concentracdo zero de histamina e/ou
serotonina (solucdo salina) dentro dos seus respectivos grupos. A significancia estatistica (# p < 0,05; ##p <
0,01 e ##p < 0,001) foi calculada entre os grupos tratados com o composto ou Prometazina ou
Dexametasona e seus respectivos controles, por andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de
Bonferroni.
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Tabela 15: Avaliacdo no modelo de permeabilidade vascular induzido por histamina

Concentracio histamina (ng/sitio)

Tratamentos 0 30 100 300
Controle 108,1 + 212,3 + 256,9 + 332,1+
13,9 21,2* 31,2** 36,9***
Prometazina 98,5 + 101,2 + 1216 + 152,3 +
10,2 10,2# 15,2## 15,9###
LS26 5 umol/kg 97,8 + 195,6 + 263,5 + 3425 +
10,1 19,4* 217,8** 36,8***

*P < 0,05, **P < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo que ndo recebeu injecdo de
histamina tratado com solucdo salina e os demais grupos. # p < 0,05; ##p < 0,01 e ###p < 0,001 foi
calculada entre os grupos tratados com o composto ou Prometazina e seus respectivos controles,
por andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Bonferroni.

Tabela 16: Avaliacdo no modelo de permeabilidade vascular induzido por serotonina

Concentracio serotonina (ng/sitio)
Tratamentos 0 0,1 0,25 0,5

Controle 58,7 + 112,2 + 152,3 + 221,4 +
7,1 15,6** 16,9** 25,6***

Dexametasona 53,2 + 76,3 + 63,6 + 102,5 +
0,9 8,4# 9,1## 10,6###

LS26 5 umol/kg 64,2 + 125,6 + 165,3 + 226,3 +
0,9 16,9** 18,9** 29,4***

*P < 0,05, **P < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo que ndo recebeu injecdo de
serotonina tratado com solucgéo salina e os demais grupos. # p < 0,05; ##p < 0,01 e ###p < 0,001 foi
calculada entre os grupos tratados com o composto ou Dexametasona e seus respectivos controles,
por andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Bonferroni.

5.2.3 Modelo de bolsa de ar subcuténeo (air pouch)

O tratamento foi realizado com LS26 nas doses de 100, 300 e 500 umol/kg, via oral.
A dexametasona 5,7 pmol/kg foi administrada por via subcutanea e usada como controle
positivo do experimento. E o grupo controle foi tratado com solugdo salina ou com
carragenina 1% (0,1 mL; s.c). Observamos que houve uma diminui¢cdo na quantidade de
leucocitos totais em todas as doses administradas de LS26 (redugdo do nimero de leucdcitos
em 66,7%, 68,4% e 72,9% respectivamente para 100, 300 e 500 umol/kg) e dexametasona
(reducéo do numero de leucdcitos em 54,6%), indicando que o composto foi capaz de reduzir

a migracgdo leucocitaria na inflamacdo existente na bolha de ar subcutanea (Figura 36).
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Figura 36: : Efeito do composto LS26 na quantificacio de leucdcitos totais. Os animais foram pré-tratados
com solucéo salina, veiculo, dexametasona (5,7 pmol/kg; s.c.) e o LS26 (100, 300 e 500 pmol/kg). Na bolsa
de ar subcuténeo foram aplicadas solugdo salina e e carragenina. Os resultados sdo expressos como média
+ E.P.M. (n = 6). A significancia estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o
grupo controle que recebeu solugdo carragenina por via subcutanea e os grupos tratados com veiculo,
dexametasona e doses crescentes do composto e a significancia estatistica (###p < 0,001) foi calculada
entre o grupo que recebeu solucéo salina e o grupo controle que recebeu solucéo carragenina por via
subcutanea, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.2.3.1 Quantificacéo de citocinas

Na determinagdo da producdo de TNF-o e IL-6, notamos que a administracdo do
composto LS26 foi capaz de inibir a producdo destas citocinas nas doses de 300 (57,9% -
TNF-a e 52,5% - IL-6) e 500 umol/kg (70,3% - TNF-a ¢ 69% - IL-6) em relagdo ao grupo
controle; enquanto para a inibi¢do da citocina IL-1p somente a maior dose de LS26, 500
pumol/kg (47,5%), foi capaz de demonstrar efeito no exsudato inflamatério (Figura 37 e
Tabela 17). A administracdo subcutanea de dexametasona reduziu a concentracdo de ambas as
citocinas (71% - TNF-a, 45,6% - IL-1PB e 74,2% - 1L-6).
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Figura 37: : Efeito do composto LS26 na quantificagdo de citocinas (A- TNF-a, B- IL-1p e C- IL-6) a
partir do teste bolsa de ar subcutaneo. Os animais foram pré-tratados com solucdo salina, veiculo,
dexametasona (5,7 pmol/kg; s.c.) e o L.S26 (100, 300 e 500 pmol/kg). Na bolsa de ar subcutaneo foram
aplicadas solucdo salina e carragenina. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6) da
concentracdo de leucécitos ou de citocinas. A significancia estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001)
foi calculada entre o grupo controle que recebeu solu¢do carragenina por via subcuténea e os grupos
tratados com veiculo, dexametasona e doses crescentes do composto e a significancia estatistica (###p <
0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu solugdo salina e o grupo controle que recebeu solucéo
carragenina por via subcutanea, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

Tabela 17: Quantificacdo de citocinas no modelo de bolha de ar subcuténeo.

Tratamentos Ne° de leucécitos IL-1p (pg/mL) TNF-a (pg/mL) IL-6 (pg/mL) (Média
totais (Média + EPM) (Média + EPM) + EPM)
(x 108/mL)
(Média + EPM)
Controle
solucéo salina 3,2+0,9 34,2+6,0 315,2 + 50,6 3146 +6,1
Controle
solucgéo 84+11# 688,2 + 90,6### | 1450,7 + 150,6### | 2550,5 + 300,944
carragenina
Veiculo
96+1,1 678,3 +43,4 1324,1 + 152,7 2658,2 + 270,4
Dexametasona
38+1,8* 374,5 + 25,7** | 420,5 + 50,5*%** 658,7 + 70,4***
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LS26 100

pmol/kg 2,8+0,5** 588,8 + 68,5 1420,4 +150,8 2480,3 + 200,1
LS26 300
pumol/kg 2,7+0,6** 620,4 + 80,1 610,3 + 65,4*** 1210,1 + 120,1***
LS26 500
pumol/kg 2,4 +0,5** 361,4 +50,3** | 430,2 + 38,4*** 789,2 + 85,5***

*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 entre os grupos veiculo, dexametasona e doses crescentes do composto
com o grupo controle solucdo carragenina, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.
###p < 0,001 entre os grupos controle solucdo salina e o grupo controle carragenina, por One-Way ANOVA
acompanhado pelo teste de Bonferroni.

Na quantificacdo das citocinas Interferon Gama (INF-y) e IL-4, ndo foi observado
nenhuma alteracdo quando comparado ao grupo controle. O mesmo aconteceu com 0S
resultados do Oxido Nitrico, onde nenhuma das doses testadas do LS26 foi capaz de reduzir a
producdo. No entanto, observamos um crescimento na producdo da citocina I1L-10 quando
administrado a dose de 500 pmol/kg (aumento de 404%), (Figura 38) indicando um possivel

efeito anti-inflamatério. Tabela 18.
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Figura 38: Efeito do LS26 na quantificagdo de citocinas (A- IL-4, B-INF- y, C- IL-10) e oOxido
nitrico (D) a partir do teste bolsa de ar subcuténeo. Os animais foram pré-tratados com solucéo
salina, veiculo, dexametasona (5,7 pmol/kg; s.c.) e LS26 (100, 300 e 500 pmol/kg). Na bolsa de ar
subcutaneo foram aplicadas solucéo salina e carragenina. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M.
(n = 6) da concentracéo de citocinas e 6xido nitrico. A significancia estatistica (**p < 0,01 e ***p < 0,001) foi
calculada entre o grupo controle que recebeu solugédo carragenina por via subcutanea e os grupos tratados
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com veiculo, dexametasona e doses crescentes do composto e a significancia estatistica (###p < 0,001) foi
calculada entre o grupo que recebeu solucéo salina e o grupo controle que recebeu solugdo carragenina por
via subcuténea, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 18: Quantificacdo de citocinas e 6xido nitrico no modelo de bolha de ar subcutaneo

Tratamentos IL-10 (ng/mL) IL-4 (ng/mL) IFN-y (ng/mL) NO (uM)
(Média + EPM) | (Média + EPM) (Média + (Média +
EPM) EPM)
Controle solucdo | 14,5+0,7 1,3+0,1 109+2,1 13,8+ 0,9
salina
Controle 4,5 + 0,444 0,4 + 0,1### 111,5 + 9,6### | 26,9 + 0,8#4##
solugéo
carragenina
Veiculo 3,7+0,7 05+0,2 122,7+10,4 29,0+ 3,5
Dexametasona | 30,9 + 0,6*** 1,9+ 0,2%** 32,7 +6,4** 12,9 + 2,5%**
LS26 100 ({9,1+16 0,3+0,1 112,1 +10,1 258+1,8
umol/kg
LS26 300|10,8+1)9 0,6 +0,2 120,2 + 27,9 241+1,0
umol/kg
LS26 500 | 22,8 + 2,7*** 02+0,1 1271+ 134 26,3+0,2
pmol/kg

*p < 0,05 e ***p < 0,001 entre os grupos veiculo, dexametasona e doses crescentes do composto com o
grupo controle solugdo carragenina, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni. ## p
< 0,01 e ###p < 0,001 entre os grupos controle solucéo salina e o grupo controle carragenina, por One-
Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.2.4 Avaliacdo da atividade enzimatica de Cox-1 e Cox-2

A Tabela 19 foi construida com o auxilio da curva padrdo de prostaglandina (ndo
demonstrada). Constatamos a capacidade do LS26 em diretamente inibir a enzima
ciclooxigenase (COX), tendo como consequéncia uma reducdo na sintese, de prostaglandina.
A partir do calculo dos percentuais de inibicdo enzimatica, obtidos a partir da concentracdo de
prostaglandina sintetizada, construiu-se os graficos para a determinacdo do Clso (concentracdo
inibitoria de 50%). A Clso do composto LS26 frente a COX-1 foi de 11,33uM e a Clsg do
composto frente a COX-2 foi de 4,57 uM. Esta inibi¢do enzimética exercida pelo LS26 indica
que a inibicdo ocorreu de forma mais seletiva para isoforma COX-2, pois apresenta um Clso
inferior para a COX-2, ou seja, 0 composto conseguiu inibir 50% da atividade enzimatica de
COX-2 com a utilizacdo de uma concentracdo mais baixa do LS26 (Figura 39). O indice de
seletividade (IS) obtido para o composto foi de 2,48; sendo que IS = ClsoCOX-1/Cl5oCOX-2;
IS>1-seletividade para COX-2, IS<1-seletividade para COX-1.
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Tabela 19: Influéncia de concentracfes crescentes do composto sobre a atividade das enzimas COX-1 e
COX-2, através do método de imunoensaio enzimatico.

Concentracao Concentracédo Concentracéo Inibicdo Inibicdo
do composto de de enzimatica enziméatica da
(ng/mL) prostaglandina prostaglandina da COX- COX-2(%)
(pg/mL) (pg/mL) 1(%)
obtida  pela obtida  pela
COX-1 COX-2
0 345,1 + 36,0 325,3+32,0 0 0
12,5 311,3+31,1 265,5 + 24,7 9,8 18,4
25 266,6 + 36,4 202,3+22,1 22,7 37,8
50 196,4 + 22,0 176,7 + 21,7 43,1 45,7
100 163,3 + 22,8 166,6 + 16,8 52,7 48,8
200 142,5 + 16,4 141,3+17,6 58,7 56,6
A Clso = 11,33 uM
g 500+
S S 4004
o k&
S & 300-
£ T
§ & 2004
c O
3 g 100-
& i
00 05 10 15 20 25

Log concentragao (uM)
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Figura 39: - Efeito de concentracdes crescentes de LS26 sobre a atividade enzimética de (A) COX-1 e (B)
COX-2. Os resultados sdo expressos como concentracdo de prostaglandina. Foi utilizado o método de
regressdo ndo-linear para o célculo de CI150. O indice de seletividade (IS) obtido para o composto foi de
2,48; sendo que 1S>1 — seletividade para COX-2, 1S<1 - seletividade para COX-1.

5.2.5 Avaliacéo toxicoldgica oral aguda e subcrénica in vivo

O LS26 ndo produziu toxicidade ap6s administracdo oral aguda, demostrando que a
DLso € maior que 100 pmol/kg (DLso > 100 pmol/kg). Todos os animais foram observados
por 14 dias e nenhum sintoma de intoxicacdo (convulsdo, hiperatividade, perda de reflexo,
alteracdo da frequéncia respiratéria e sedacdo) foi apresentado em nenhum dos grupos
analisados. O LS26 também ndo produziu toxicidade apds administracdo oral subcrdnica,
demonstrando que a DLsg é maior que 100 umol/kg (DLso > 100 pumol/kg). Foram observados
ganho de peso e consumo de racdo, mas ndo houve diferenca significativa entre o grupo
controle e grupo tratado como podemos observar na Tabela 20.

Tabela 20: Avaliacao toxicoldgica com andlise do peso corporal e consumo de ragédo

Meédia de massa Média do

corporal inicial + Ganho consumo Morte
Grupos EPM / final + ponderal de diario de Alteracdes Natural

N=6 EPM (g) peso em 14 ragéo/animal | comportamentais
dias (g) +

Controle 37,3+2,4/38,6+2,6 1,3+0,2 6,7£0,4 Ausentes 0
L.526 100 25,3+1,3/27,310,6 2,01£0,6 8,410,6 Ausentes 0
pmol/kg
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A anélise macroscopica e peso dos 6érgdos: figado, pulmdes, rim direito, estbmago e
coracdo ndo apresentou alteragcdes no grupo tratado com a dose de 100 umol/kg por 14 dias

(v.0) guando comparado ao controle, como observamos na Tabela 21.

Tabela 21: Analise macroscépica e peso dos 6rgaos

GRUPOS (N=6) /Pesos dos 6rgéos (g) + EPM
ORGAOS
CONTROLE LS26 100 umol/kg
Figado 1,52+0,14 1,25+0,05
Pulmdes 0,22+0,01 0,16+0,01
Rim (D) 0,52+0,05 0,37+0,01
Estbmago 0,8+0,05 0,51+0,04
Intestino 0,24+0,06 0,16+0,01
AlteracOes Ausente Ausente
Macroscopicas

Os oOrgdos citados anteriormente foram devidamente coletados e analisados
microscopicamente em parceria com o Laboratorio da Prof® Dra Vivian de Assuncéo
Nogueira Carvalho, e analisada pela doutoranda Gabriela de Carvalho Cid, da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e ndo foram observadas alteragdes significativas em
nenhum o6rgdo analisado do grupo tratado com o composto quando comparado ao grupo

controle, conforme Figura 40.

Figura 40: Analise microscdpica dos 6rgédos

Al - Estdbmago do animal controle (HE, objetiva de 10x) A2 - Estdmago do animal tratado com LS26 (HE, objetiva de 10x)

Al e A2 - Corte histologico de estdbmago: camada mucosa, submucosa e muscular apresentando
morfologia usual.
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B2 — Figado do animal tratado com LS26 (HE, objetiva de

40x)

B1 e B2 - Corte histolégico de figado: placas de hepatécitos em meio a capilares sinuséides apresentando
morfologia usual.

C1 - Intestino no animal controle (HE, objetiva de 10x) C2 — Intestino do animal tratado com LS26 (HE, objetiva de 10x)

Wy

C1 e C2 - Corte histolégico de intestino: camada mucosa exibindo vilosidades intestinais, submucosa e
camada muscular de morfologia usual.
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D1 - Pulmé&o do animal controle (HE, objetiva de 10x)
~ " } % g "" A,

A

D1 — Corte histologico de pulmé&o: mostrando bronquiolos, alvéolos e capilares sanguineos com areas
discretas de atelectasia; D2 — Corte histoldgico de pulm&o: mostrando alvéolos e capilares sanguineos com
leve quantidade de sangue entre septos interalveolares e em grandes vasos
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6 DISCUSSAO

A descoberta e o desenvolvimento de um medicamento é um processo complexo e
caro. Devido ao crescimento de dados moleculares e rapido avango nas tecnologias, 0s
esforcos na descoberta de medicamentos foram tremendamente ampliados ao longo dos anos
(REDDY et al., 2013).

A pesquisa de novos farmacos esta cada vez sendo mais direcionada a encontrar um
unico medicamento que tenha vérios alvos farmacoldgicos e menos efeitos adversos, para
reduzir a polifarmacoterapia. A filosofia do design de drogas foi transformada de “um
medicamento, um alvo” para “um medicamento, varios alvos”, chamado de polifarmacologia.
Alids, a polifarmacologia estd emergindo como o préximo paradigma na descoberta de
medicamentos (XIE, et al., 2012; HOPKINS, 2008)

Fendmenos polifarmacol6gicos incluem um Unico farmaco agindo em multiplos
alvos de uma unica via de doenca ou um Unico medicamento agindo em mudltiplos alvos
pertencentes a multiplas vias de doenca. Além disso, a polifarmacologia para processos
complexos, como o controle da dor e inflamagdo, costuma fazer uso de mudltiplos
medicamentos atuando em alvos distintos, que fazem parte de uma rede que regula vérias
respostas fisioldgicas.(HOPKINS, 2008)

As abordagens polifarmacoldgicas visam descobrir o desconhecido fora dos alvos
para os medicamentos existentes, conhecidos como reaproveitamento de drogas. (OPREA, et
al., 2012; ACHENBACH et al., 2011; OPREA et al., 2011).

Embora ndo tenham sido projetados propositalmente, varios medicamentos sao
conhecidos por seus mudltiplos alvos. Um exemplo é o &cido acetilsalicilico, um anti-
inflamatorio ndo esteroidal, muitas vezes utilizado como analgésico para aliviar dores leves
ou antipirético para reduzir a febre (KNOX, et al., 2011), combatendo a inflamacdo em
doencas como artrite reumatoide (SIMPSON et al., 1966), além de ser usada na prevencéo de
isquemias transitorias (GRUNDMANN et al., 2003), ataques cardiacos, dentre outras
(AMORY, 2007).

Por outro lado, a polifarmacologia pode ser considerada perigosa e causar problemas
clinicos quando ndo é totalmente compreendida. Na Australia, dados mostram o cancelamento
do medicamento lumiracoxib, um anti-inflamatério ndo esteroidal atuando como inibidor
seletivo da COX-2, devido a preocupacfes envolvendo insuficiéncia hepatica. Outro caso,

envolvendo o anti-inflamatério rofecoxib, também foi retirado do mercado devido ao aumento

92



do risco de ataque cardiaco e acidente vascular cerebral associada ao tratamento a longo prazo
ou alta dosagem (REDDY et al., 2013).

Além da necessidade de associacdo de farmacos para controle de doencas, ha
também uma alta demanda para descoberta de novos farmacos voltados ao tratamento de
patologias ditas incuraveis e/ou que tenham um impacto direto na &rea socioecondémica da
populacdo. Nos ultimos anos, mesmo com avancos cientificos notaveis e um aumento
significativo dos gastos globais em pesquisa e desenvolvimento, os medicamentos sdo
frequentemente retirados dos mercados. Isto é principalmente devido aos seus efeitos
colaterais ou toxicidades (REDDY et al., 2013)

Ademais, doencas negligenciadas, autoimunes ou doengas envolvendo
microorganismos resistentes, ainda representam grande obstdculo para a industria
farmacéutica no que tange ao desenvolvimento de novos farmacos que sejam eficientes,
seguros e com baixo custo (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007)

Um dos processos que podem ser executados para a realizagdo desta problematica é a
hibridacdo de moléculas biologicamente ativas. Uma ferramenta poderosa da quimica
medicinal farmacéutica que compreende a incorporacdo de dois farmacos ou farmacéforos
numa unica molécula, com o objetivo de exercer dupla acdo e/ou contrabalancar os efeitos
secundarios conhecidos da outra parte do hibrido (ARAUJO, 2015; NEPALLI et al., 2014).

Apds a sintese desses candidatos a farmacos hibridos, hd a necessidade de
comprovacdo quanto a farmacocinética e farmacodinamica, além da toxicidade. Ainda que
tais hibridos sejam sintetizados a partir de moléculas com comportamento biolégico ja
conhecido, 0 novo composto deve ser capaz de combater as doencas de maneira mais
eficiente, segura e que responda ao tratamento com uma dose menor quando comparado aos
precursores (GONCALVES, 2021).

Nosso trabalho avaliou a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria do composto
hibrido LS26, um protétipo, atraves de diferentes modelos de nocicepgédo e inflamacdo em
animais de laboratdrio. Embora 0s animais submetidos a um estimulo nociceptivo ndo tenham
a capacidade de se comunicar verbalmente quanto da ocorréncia de dor, sdo capazes de exibir
respostas comportamentais, motoras e fisioldégicas semelhantes as observadas em humanos.
Essas respostas comportamentais sdo estudadas e comparadas na presenca de farmacos
reconhecidamente analgésicos que interferem no processo fisiolégico da dor, o que nos
permite inferir que um animal esta experimentando uma resposta algica (JUNIOR et al., 2013;
PERAZA et al., 2007).
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Os modelos de nocicepgdo baseiam-se na observacgdo da resposta do animal frente a
utilizacdo de estimulos mecénicos, térmicos ou quimicos. Neste trabalho, para a avaliagdo da
atividade antinociceptiva foram realizados estimulos quimicos nos ensaios de contorcdo
abdominal por acido acético, nocicepg¢do induzida por formalina, nocicep¢do induzida por
glutamato. E nocicepcéo através do modelo de imersdo da cauda em &gua quente, bem como o
modelo de Von Frey. Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria foram utilizados os
modelos de edema de pata induzida por carragenina, modelo de permeabilidade vascular
induzida por serotonina e histamina, modelo de bolsa de ar subcutanea e posterior analise das
citocinas e 6xido nitrico, além da avaliacdo das enzimas ciclooxigenases. Também foi
analisada o potencial toxicologico do composto hibrido e seu mecanismo de agéo.

A fim de fazermos uma triagem na resposta antinociceptiva do LS26, iniciamos com
o0 modelo de contorcdo abdominal induzida por acido acético. O acido acético age liberando
mediadores enddgenos que estimulam de maneira direta e indireta 0os neurénios nociceptivos.
Em camundongos provoca, em nivel peritoneal, um aumento dos niveis de PGE,, PGF,
PGl,, serotonina e histamina (DERAEDT et al., 1980), liberagcdo de bradicinina e citocinas
como TNF-a, IL-8 e IL-1B (VERRI et al., 2006; RIBEIRO et al., 2000). Deste modo provoca
mudangas no comportamento que sdo caracterizados por contor¢es abdominais, reducéo e
incoordenacdo da atividade motora (LE BARS et al., 2001).

A reducdo no numero de contor¢Bes observadas no grupo tratado com LS26 em
praticamente todas as doses testadas (5, 10, 100, 300 e 500 pmol/kg) sugere que este
composto hibrido atue reduzindo a nocicep¢do nos animais. Porém, por se tratar de um
modelo inespecifico e, portanto, ndo podermos elucidar a acdo periférica ou central (NESS &
GEBHART, 1990) do composto, verificamos a atividade do LS26 no modelo nociceptivo
induzido por formalina, a fim de discriminar o processo nociceptivo.

O modelo de nocicepcdo induzida por formalina é um método quimico de
nocicepcdo que fornece uma resposta mais especifica quando comparado ao modelo de
contorcdo abdominal induzida por acido acético (SHIBATA, et al., 1989). Tal modelo &
padronizado em duas fases distintas, onde h& a possibilidade de diferenciar a acdo do
composto sobre dois tipos de dor, a dor neurogénica e inflamatéria. A fase neurogénica € a
primeira fase no qual se inicia logo apos a injecédo intraplantar de formalina, e se estende por 5
minutos. Resulta do efeito irritante direto sobre os nociceptores ativando as fibras aferentes
primarias principalmente em fibras do tipo C, envolvendo também em parte as fibras do tipo
Ad, e substancia P (FISCHER et al., 2014; SILVA et al.; 2013; HUNSKAAR e HOLE, 1987).

A segunda fase do experimento, que ocorre ap6s 15-30 minutos da injecdo de formalina é
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denominada fase inflamatoria, pois esta relacionada a liberacdo de diversos mediadores pro-
inflamatorios como a bradicinina, histamina, substancia P, serotonina e prostaglandinas, TNF-
a, ¢ interleucinas (FISCHER et al.; 2008. Ainda nesta etapa, ocorre o aumento do nivel dos
mediadores excitatorios na medula espinhal, como o ON e o glutamato (TJOLSEN et al.,
1992). Farmacos de acdo central, como a morfina e fentanil que sdo farmacoss analgésicos
opioides de acdo central conhecida, reduzem o tempo no qual os animais permanecem
lambendo a pata em ambas as fases, demonstrado entdo que o resultado da inibicdo nas duas
fases caracteriza uma acdo antinociceptiva neurogénica. Ja os anti-inflamatérios do tipo
AINEs, como o acido acetilsalicilico (AAS), inibem somente a fase Il, sugerindo atividade
antinociceptiva inflamatéria (FISCHER et al.; 2008).

Os resultados obtidos através deste modelo de experimento sugerem que 0 composto
LS26 provavelmente possui atividade sobre ambos os tipos de nocicepg¢do, tendo em vista que
0 composto foi capaz de reduzir o tempo de lambedura nas duas fases com a dose de 10
pmol/kg, semelhante ao fentanil, enquanto a dose de 5 pumol/kg inibiu apenas na 22 fase,
indicando acdo sobre a dor inflamatoria, de forma semelhante ao diclofenaco.

O teste de imersdo da cauda em agua quente permite avaliar a atividade de
substancias cujos mecanismos antinociceptivos assemelham-se aos promovidos pelos
analgésicos opioides. Este teste é considerado um reflexo espinal, mas também pode envolver
estruturas neurais superiores e periféricas, portanto, (LE BARS et al., 2001) o aumento do
tempo de reacdo € considerado como um importante parametro sugestivo de atividade
neurogénica, caracterizada por nocicep¢do aguda ndo-inflamatéria (SILVA et al., 2013). Em
Nnossos experimentos, a administragdo de LS26 aumentou a laténcia de retirada da cauda dos
animais na dose de 10 pmol/kg, assim como o fentanil. Tal resultado indica que nosso
composto foi eficaz em diminuir a nocicep¢do térmica nos animais. E como dito
anteriormente, ainda que este teste envolva processos de reflexo espinhal, pode também
envolver estruturas neurais superiores ou periféricas, apontando analgésicos com alguma agéo
central e/ou periférica (LE BARS et al., 2001). Sendo assim, na tentativa de investigar as vias
responsaveis pela atividade de LS26, realizamos o uso de farmacos antagonistas ainda no
modelo de retirada de cauda.

Para a investigacdo do envolvimento de diferentes sistemas, utilizamos a naloxona
(antagonista ndo seletivo opioide), na tentativa de investigar uma suposta participagdo dos
receptores opioides. Os resultados evidenciaram uma reducdo na resposta antinociceptiva do
LS26, revelando a participacdo do sistema opioide no mecanismo de acdo do composto

estudado. Dessa forma, para elucidar quais receptores opioides (u, & € k) estariam envolvidos
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no mecanismo de acdo do LS26 e apontar uma participagdo mais seletiva, administramos seus
respectivos antagonistas seletivos (metilnaltrexona, naltrindol e nor-binaltorfimina). Os
resultados apontam para o possivel envolvimento de todos os receptores opioides, tendo em
vista que todos os antagonistas seletivos foram capazes de reduzir a acdo antinociceptiva do
LS26. Essa resposta ao modelo testado, prope que o composto pode ser um agonista direto
ndo seletivo opioide ou até mesmo um liberador de opioides enddgenos, ou seja, um agonista
indireto opioide.

Todos os trés receptores opioides sdo acoplados a proteina G e estdo amplamente
distribuidos no SNC e nos terminais nervosos sensoriais periféricos, além de serem capazes
de produzir analgesia central e periférica clinicamente relevantes (LENIASK et al., 2011)

O sistema opioide enddgeno inibe a transmissdo nociceptiva da via ascendente que
inerva o tdlamo. Projecdes talamicas para o cortex também estdo sob controle do sistema
opioide enddgeno. Além disso, 0s receptores opioides sdo abundantemente expressos no
sistema limbico, inibindo a percep¢do emocional da dor (NADAL et al., 2013; GUYTON,
1991). O sistema opioide enddgeno também desempenha um papel crucial na modulacéo das
vias inibitorias descendentes onde inibe as células “on” e ativa as células “off” (FIELDS,
2004). Na substancia cinzenta periaquedutal (PAG), os neurdnios encefalinérgicos fazem
sinapse com 0s neurdnios serotoninérgicos na medula ventral rostral, que por sua vez se
projetam para o corno dorsal da medula espinhal. As projecGes serotoninérgicas atuam nos
neurdnios encefalinérgicos no corno dorsal da medula que liberam encefalinas produzindo
uma inibigéo da atividade das fibras Ad e C que entram na medula espinhal. Além disso, os
terminais noradrenérgicos que partem do locus coeruleus e se projetam no corno dorsal
também sdo regulados pelo sistema opioide enddgeno (FIELDS, 2004).

Sinais nociceptivos também podem ser inibidos por interneurénios GABAErgicos
que ativam receptores GABA na membrana pré e pods-sindptica, reduzindo a liberagdo de
neurotransmissores excitatorios. Tanto opioides quanto GABA inibem o potencial de acédo
através da abertura dos canais de K* ou CI p6s-sinapticos, levando a hiperpolarizacdo da
membrana nos neurdnios na regido dorsal (STEIN et al., 2016).

O mecanismo de agdo dos opioides ja é bem estabelecido. Apos a ligacdo aos seus
receptores especificos, sdo capazes de induzir mudancas conformacionais ativando proteinas
Gi/Go. Na subunidade Go, GDP ¢ substituido por GTP e ocorre uma separagdo das
subunidades Ga ¢ Gfy. Levando a uma diminui¢do do AMPc no interior dos neurdnios
desencadeando uma cascata de eventos (STEIN, 2016). O fechamento de canais de Ca?*

voltagem dependentes no neurbnio pré-sinaptico e com isso inibindo a liberacdo de
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neurotransmissores. Além do estimulo ao efluxo de K" resultando em hiperpolarizacéo
celular. Assim, o efeito final é a reducdo da excitabilidade neuronal, e com isso diminuicao da
neurotransmissao de impulsos nociceptivos (MARTINEZ et al., 2014). Dessa maneira, esses
farmacos sdo bastante eficientes na diminuicdo da transmissdo da nocicepcao e reduz de
forma significativa a dor.

A fim de elucidar se o efeito antinociceptivo do LS26 € proveniente da acdo
analgesica do oxido nitrico, realizamos a administracao de L-NAME (inibidor ndo-seletivo da
enzima Oxido nitrico sintase) no modelo de imersdo da cauda em agua quente, tendo em vista
que diversos estudos apontam para esse papel analgésico atrelado ao 6xido nitrico (CURY et
al., 2011; PICOLO et al., 2004; LI et al., 2001; KAWABATA et al., 1992). Os resultados
apontam para uma provavel participacdo desse sistema no efeito antinociceptivo do composto,
ja que a associacdo de L-NAME e o LS26 fez com que o efeito do composto hibrido
diminuisse.

O O6xido nitrico possui um papel importante na transmissdo e o controle da dor
(CURY et al., 2011). Estudos apontam que além de induzir analgesia, também medeia efeito
antinociceptivo periférico e central de compostos analgésicos, como opioides, anti-
inflamatorios ndo esteroides e anti-inflamatorios naturais (PICOLO, 2004; KAWABATA et
al., 1992). E dados também sugerem inclusive um efeito potencializador das a¢des da morfina
administrada sistemicamente (CHEN e PAN, 2003). A morfina quando se liga aos receptores
opioides induz uma estimulacdo da biossintese de NOS, elevando os niveis de mMRNA de NOS
e expressdo de nNOS (TODA et al., 2005). A modulacdo da transmiss@o de sinais inibitorios
da dor opioide no SNC também sdo produzidos a partir da formacdo de ON supraespinhal
(CURY, etal., 2011; JAVANMARDI, et al., 2005).

Os mecanismos envolvendo a nocicep¢do bem como a antinocicepcdo no ON séo
complexos. O efeito nociceptivo envolve a estimulacdo da guanilil ciclase soluvel resultando
na conversdo de trisfosfato de guanosina em GMPc, uma vez que modula a atividade de
muitos alvos nas ceélulas incluindo proteina quinase G (PKG), canais ionicos, e
fosfodiesterases. O ON pode interagir com muitos sistemas, como o0s receptores NMDA e
COXs para induzir efeito hiperalgésico. J& em relacdo ao efeito analgésico do ON, depende da
ativacdo de uma sinalizacdo via intracelular, envolvendo a abertura dos canais de K* sensiveis
a GMPc-PKG-ATP. Pois, apos ativacdo da guanilato ciclase, aumenta os niveis de GMPc,
posteriormente ocorre a abertura dos canais de K*ATP gerando hiperpolarizagdo nos
neurbnios aferentes primarios e, finalmente resultando na antinocicep¢do (CURY et al.,
2011).
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Os canais de K" podem ser ativados pelo ON e o GMPc em diferentes tecidos do
organismo (SOARES et al., 2000; SOARES et al., 2001). Estudos sugerem também que a
morfina induz em neur6nios nociceptivos um aumento de canais de K* sensiveis ao ATP
seguido de hiperpolarizacdo do neurdnio (CUNHA et al., 2010). Esses estudos sugerem que 0
ON ou drogas capazes de ativar a via NO-GMPc, causa antinocicepcdo via abertura dos
canais de K*ATP com consequente aumento da corrente de K*.

A glibenclamida, um blogueador seletivo dos canais de K*ATP e ODQ, um inibidor
seletivo da enzima guanilato ciclase foram testados frente ao LS26 no modelo de imerséo da
cauda quente, e os dois foram capazes de reduzir a atividade antinociceptiva do composto.
Sendo assim, apos estes resultados, sugere-se que a via NO/GMPc/K*ATP esta diretamente
envolvida no mecanismo de acdo antinociceptiva do composto.

Diversas substancias enddgenas podem estar envolvidas na nocicepcdo de forma
direta ou indireta.

A antinocicep¢do pode ser influenciada pela participacdo do sistema colinérgico,
tendo em vista que alguns estudos mostram que a administracdo de acetilcolina bloqueia
diretamente a hiperalgesia inflamatoria induzida por PGE>, um efeito que é bloqueado pelo
uso de L-NAME (DUARTE et al., 1990). Esses experimentos forneceram a primeira
evidéncia de que o ON induz analgesia e esta envolvido no efeito antinociceptivo periférico
de farmacos analgésicos. Os resultados deste estudo indicam que o ON medeia também a agédo
analgeésica periférica de acetilcolina e também que o ON induz, por si s6, o efeito analgésico.
Além disso, estes dados sugerem que a acdo analgésica de ON depende de
uma via de sinalizac&o intracelular envolvendo a formagdo de GMP ciclico.

O sistema serotoninérgico também é uma das vias que tem papel relevante na
modulacdo da nocicepcdo. A serotonina tem sido associada com 0 processamento e
modulacio da dor tanto no SNC quanto SNP. E liberada das plaquetas e mastocitos apos
lesdo, sendo o efeito algésico ou analgésico dependente do sitio de acdo e do subtipo de
receptor ativado. Existem Vvarios receptores para serotonina e estudos mostram que 0S
receptores 5HTia, S5HT. e 5HTz estdo presentes nas fibras aferentes do tipo C. A
administracdo de agonistas colinérgicos aumenta a liberacdo de neurotransmissores
inibitdérios, como 0 GABA e a glicina, demonstrando que o sistema colinérgico é essencial no
controle endogeno da dor (SHI e cols., 2011).

A serotonina atua em combina¢do com outros mediadores inflamatorios e pode
estimular e sensibilizar as fibras aferentes, contribuindo para uma sensibilizagdo periférica e
hiperalgesia inflamatoria (SOMMER, 2004).
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Sendo assim, investigamos a possivel participacdo dessas vias a fim de elucidar o
mecanismo de acdo do LS26 atraves do modelo de imersdo da cauda em &gua quente.
Administramos atropina (antagonista ndo-seletivo de receptores colinérgicos muscarinicos),
mecamilamina (antagonista ndo-seletivo de receptores colinérgicos nicotinicos), ondansentron
(antagonista seletivo de receptores serotoninérgicos 5-HT3) e PCPA, um inibidor da sintese de
serotonina, e a acdo desses farmacos nao influenciou na atividade do composto, sugerindo
desta maneira que essas vias ndo estdo envolvidas no processo de antinocicepg¢édo do LS26.

Dentre a diversidade de mediadores e neurotransmissores que participam da
nocicepcao, o glutamato sem davida ocupa um papel de destaque (SLUKA & WILLIS, 1998;
OMOTE et al., 1998). Por isso, investigamos a participagdo deste neurotransmissor
excitatorio. Mas, o LS26 nas doses testadas ndo foi capaz de reduzir a nocicep¢do dos
animais.

Com o intuito de avaliar a antinocicep¢do do LS26 em modelo de dor cronica,
submetemos 0s animais a constricdo cronica do nervo ciatico. Este modelo simula a lesdo
mecanica traumatica nos nervos periféricos de seres humanos e é um dos modelos mais
comuns de dor neuropatica. Os sinais classicos de dor neuropatica incluem anormalidades
sensoriais tais como sensacdo desagradavel, anormal (disestesia), hiperalgesia e alodinia
(WOOLF et al., 1999). A partir disto, realizamos o modelo de VVon Frey, a fim de avaliar a
alodinia desenvolvida 21 dias ap6s a cirurgia. No modelo agudo, onde avaliamos a
nocicepc¢do dos animais 2, 3 e 4 horas apds a administracdo de 10 pumol/kg de LS26, notamos
que houve um aumento do limiar mecanico necessario para produzir nocicepc¢ao. O composto
LS26 também foi igualmente eficaz no modelo crénico, quando testamos a mesma dose de 10
pumol/kg. Esses resultados indicam que nosso composto é capaz de atenuar a sensacdo de dor
neuropatica. Para investigar o mecanismo anti-inflamatério do composto no modelo de dor
neuropética, mensuramos as citocinas pro-inflamatérias IL-1p e IL-6 a partir do segmento do
nervo ciatico e observamos uma reducdo na producéo/liberacdo de ambas as citocinas. Os
resultados em conjunto sugerem que o LS26 possui uma acdo no tratamento da dor
neuropatica aguda e cronica.

A IL-1B é uma potente citocina pré-inflamatoria regulada para cima apos lesdo
nervosa periférica (SCHAFERS et al., 2001) Ativa diretamente a sinalizacdo de p38 MAPK
apos se ligar no seu receptor IL1-R1 expressos em neurbnios do GRD contribuindo
diretamente para a hipersensibilidade (BINSHTOK et al., 2008). Também é conhecido que a
diminuicdo da expressao de IL-1p reduz a hiperalgesia e a alodinia associadas a leséo nervosa

(CHESSEL et al., 2005). Estudos mostram que tanto o comprometimento genético de IL-1
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quanto o bloqueio crénico de IL-1 atenuaram os sintomas de dor neuropética e a atividade
neuronal ectdpica espontanea apos lesdo do nervo periférico em camundongos (GABAY et
al., 2001; WOLF et al., 2006).

Em animais, diversos estudos mostraram o potencial envolvimento de IL-6 na dor
neuropética. Em um nervo cidtico normal, os niveis de I1L-6 e mRNA para IL-6 é pouco
expresso ou possui niveis indetectaveis (KUREK et al., 1996; BOLIN et al., 1995) mas ap0s
lesdo nervosa, essa expressdo € alterada. Niveis aumentados de mMRNA para IL-6
(MARTUCCI et al., 2008) e mRNA para receptores de IL-6 (IL-6R) foram detectados (ITO,
et al., 1998).

Quanto ao tratamento com uso de opioide para o controle da dor neuropética, estudos
apontam uma menor eficacia dessa classe, ficando como tratamento de terceira linha
(WATKINS et al., 2005; WATKINS et al., 2007). Assim, sugere-se que a resposta do LS26
apresentada nesse modelo, esteja relacionada a diminuicdo da producédo/liberacdo dessas
citocinas no local da les&o.

A fim de excluir a possibilidade da acdo antinociceptiva do composto LS26 estar
relacionada a um comprometimento na atividade locomotora dos animais, realizamos o teste
de rotarod. O emprego desse modelo € uma pratica comum nos testes farmacoldgicos para
identificacdo de compostos com propriedades antinociceptivas, uma vez que estes testes séo
baseados em respostas comportamentais que dependem de atividade motora. Dessa forma,
drogas que reduzem a atividade motora podem reduzir o comportamento nociceptivo sem
produzir efeito antinociceptivo (PINTO et al., 2012).

No teste do rotarod, o pré-tratamento dos animais com LS26 na dose de 10 pmol/kg,
ndo modificou o nimero de quedas e nem o tempo de permanéncia dos camundongos no rota-
rod, fazendo um contraponto ao controle positivo do diazepam (1,76 umol/kg). Esse resultado
exclui efeitos depressores sobre o sistema motor e/ou SNC, reforgcando os dados que sugerem
um efeito antinociceptivo do LS26.

E conhecido que os mediadores enddgenos com efeitos pro-inflamatdrios contribuem
para o desenvolvimento de dor inflamatoria, neuropatica e hiperalgesia em muito modelos in
vivo. Dentre esses mediadores, as prostaglandinas, bradicinina e citocinas, como IL-1B e o
TNF-a (OPREE et al., 2000). Diante de tal contexto, testamos 0 LS26 no modelo de edema de
pata induzido por carragenina para verificar a atividade anti-inflamatoria do composto.

A carragenina por ser tratar de um agente flogistico, possui agdo irritante. E membro
da familia de polissacarideos naturais derivados de certas espécies de algas vermelhas

(Rhodophyta). Foi extraida pela primeira vez em 1837 e ha muito tempo € utilizado pela
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indUstria alimenticia como agente formador de gel para processamento de alimentos. Essa
classe de polissacarideo pode causar efeitos bioldgicos adversos para o organismo, como
iniciar resposta imune indesejada e inibir a coagulacdo sanguinea (LIU et al., 2015).

A inflamacdo gerada pela aplicacdo de carragenina intraplantar promove intensa
vasodilatacdo e extravasamento plasmatico com liberacdo de mediadores que contribuem
também para a intensa migragdo celular ao sitio inflamatério. Assim, se constitui como um
modelo interessante para triagem de novos farmacos anti-inflamatorios (TOMAZZI et al.,
2010; HENRIQUES et al., 1987).

Ap6s a administracdo de carragenina, a inflamacdo induzida € bifésica, ou seja, na
primeira fase, que compreende a 1 a 2 horas ap6s a administracdo, ocorre a liberacdo de
mediadores inflamatorios como a serotonina, histamina e bradicinina; na 22 fase ocorre
aumento na producdo de prostaglandinas, liberacdo de radicais livres derivados de neutrofilos
e citocinas pro-inflamatdrias como TNF-o e IL-1p (CHYAD et al., 2016; ZHU et al., 2011;
HALICI et al., 2007).

Os resultados apresentados do LS26 no modelo de edema de pata induzido pela
carragenina, foram satisfatorios em praticamente todas as doses testadas, com excec¢do da
dose de 1 pmol/kg, em todos os tempos avaliados. Configurando assim uma atividade
antiedematogénica envolvendo diferentes mediadores inflamatorios.

SCHOLER e colaboradores em 1986 demonstraram atividade antiedematogénica do
diclofenaco de s6dio com uma dose oral unica entre 0,3 a 10 mg/kg, inibicdo esta exibida de
forma dose dependente. Esta resposta é esperada de anti-inflamatorios ndo-esteroidais e tal
farmaco é um dos precursores do LS26.

O extravasamento vascular foi estudado através da quantificacdo do corante azul de
Evans. Este corante é muito utilizado em experimentos relativos a inflamacdo pela sua
propriedade de ligar-se a albumina plasmatica. O aumento da permeabilidade vascular e
consequente extravasamento do exsudato (liquido rico em proteinas) € uma das principais
caracteristicas da inflamacao aguda (MONTENEGRO et al., 1992). Testamos a capacidade do
LS26 em reduzir o processo inflamatorio causado ap6s a administracdo de histamina e
serotonina. Duas aminas vasoativas que sdo capazes de aumentar a permeabilidade vascular e
consequentemente o aumento do fluxo sanguineo, ajudando no recrutamento de leucocitos
(inicialmente neutrofilos) e producdo de prostaglandinas (KUMMAR, 2013). Mas, o
composto na dose de 5 pumol/kg ndo foi capaz de reduzir tais efeitos induzidos pela
administracdo dessas duas substancias, sugerindo que sua acdo anti-inflamatdria ndo é capaz

de reduzir o extravasamento do exsudato provocado pela histamina e serotonina, a0 menos
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frente a dose de LS26 testada. Diante de tal resultado e em conjunto com as demais
informagdes provenientes de testes anti-inflamatdrios anteriores, a dose de 5 pmol/kg pode
ndo ser suficiente para o aparecimento de tal efeito, ja que as doses que apresentam efeito nos
testes de inflamacéo sdo superioras a 10 pumol/kg.

Desse modo, a fim de melhor caracterizar o efeito anti-inflamatério demonstrado no
modelo de edema de pata, realizamos o0 modelo da bolsa de ar subcutaneo, pois a injecéo de
carragenina nesse modelo produz uma reacdo inflamatoria ndo imunoldgica, caracterizada
pela alta producdo de mediadores inflamatorios, incluindo prostaglandinas, leucotrienos e
citocinas e aumento do influxo de leucécitos, como neutrofilos. Tais indicadores podem ser
quantificados e utilizados para interpretar o grau de inflamacéo, a resolucéo da inflamacao ou
a atividade anti-inflamatéria de farmacos (DUARTE et al., 2012; JAIN et al., 2011).

A administracdo de LS26 por via oral diminuiu significativamente a migracao de
leucdcitos decorrentes da acdo do agente carragenina no teste de bolsa de ar subcutéaneo, em
todas as doses utilizadas (100, 300 e 500 umol/kg), demonstrando que 0 composto possui a
capacidade de reduzir o recrutamento de leucdcitos para o local da inflamacéo.

MILLE e colaboradores, em 2009, evidenciaram que a funcdo da resposta
inflamatoria na geracdo da nocicepcdo nao € especificamente feita pela migracdo de
leucdcitos. As citocinas pro-inflamatdrias podem ter sua origem em células imunolégicas
neuronais e gliais (microglia e astrocitos), tanto no SNP quanto no SNC. Através das
respostas dessas citocinas, pode haver hiperexcitabilidade crénica e um aumento da dor.

As citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 sdo citocinas pré-inflamatérias e seu envolvimento
no processo da inflamacéo ja sdo bem estabelecidos (ZHANG, et al., 2007).

O composto LS26 diminuiu a producéo de IL-1B com a maior dose testada (500
pmol/kg). A IL-1B promove a expressdo de moléculas de adesdo endotelial, migracdo de
leucocitos, aumento da permeabilidade vascular, produgdo de déxido nitrico e substancia P,
indicando assim que a IL-1B é um importante mediador pro-inflamantorio. Também ha
evidéncias de que a IL-1p participa da inflamagdo sistémica através da expressdo de COX-2,
levando a formacéao de prostaglandinas E> e consequentemente a febre (ZHANG, et al., 2007;
WOLF et al., 2008).

O composto tambem foi verificado frente a IL-6 e TNF-a, ¢ ambos foram reduzidos
com as doses de 300 e 500 pumol/kg. A IL-6 esta relacionada a sintese de proteinas de fase
aguda pelo figado, febre e leucécitos na medula 6ssea (LIN, et al., 2000). E produzida

principalmente por macr6fagos e ajuda a aumentar a resposta inflamatéria do corpo
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(FRANCO et al., 2020). Nossos resultados, portanto, indicam a diminuicdo da IL-6 e a
reducdo do processo inflamat6rio mediante esse mecanismo.

O TNF-a é uma citocina que representa um papel chave na resposta inata e esta
presente principalmente em mondcitos, macréfagos e linfocitos T, além de exercer uma
variedade de atividades bioldgicas incluindo inflamac&o, proliferacdo, diferenciacdo, apoptose
e imunomodulagdo, promovendo a liberacdo de outras citocinas pro-inflamatorias
(AGGARWAL, 2015) bem como respostas patolégicas como choque séptico (DEROUICH,
2001). E como dito anteriormente, o composto hibrido LS26 demonstrou envolvimento do
TNF-a em sua atividade anti-inflamatéria e esses resultados em conjunto, envolvendo tais
citocinas acima citadas, explicaria a reducdo da migracdo leucocitéria observada assim como
a reducao do processo inflamatério.

O LS26 também foi testado a partir da analise de citocinas anti-inflamatérias, como a
IL-4 e IL-10, apresentando um aumento apenas da IL-10 com a maior dose de 500 pmol/kg.
A IL-4 é uma citocina que pode ser secretada por mastocitos, células TCD4, eosindfilos e
basofilos, esta envolvida na diferenciacdo de linfocitos B para produzir imunoglobulinas (IgG
e IgE), inibe a producdo de radicais livres e citocinas como TNF-a ¢ IL-1B. Logo, sua
participacdo no reparo tecidual e ajuda na recuperacdo da homeostase € de extrema
importancia (GADANI et al., 2012; SOMMER et al., 2010). A IL-10 é produzida por muitas
células do sistema imunoldgico, como células T e células B, NK, eosinofilos, neutréfilos,
mastocitos e células dendriticas (O’GARRA et al., 2007). Sabe-se também que é responsavel
pela inibicdo de citocinas inflamatérias importantes como IL-6, IL-1p e TNF-q, além de
aumentar a proliferacdo de mastocitos e inibicdo da producdo de IFN-y pelas células NK
(ZHANG et al., 2007; O’GARRA et al., 2007).

O IFN-y tem papel crucial na imunidade contra patogenos. E uma proteina solavel
produzida predominantemente por NK, linfocitos Thil, linfocitos T CD4+ e linfécitos T CD8+
citotoxicos como parte da resposta imune (JAIME et al., 2007). O IFN-y estimula o aumento
da expressao de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade 1 e 2 (MHC, classe
I e 1), molélulas de adesdo e receptores para a regido Fc de anticorpos 1gG na superficie de
células apresentadoras de antigenos (APCs) (ARAUJO-SOUZA et al., 2015). Porém o
composto LS26 néo alterou a producdo de INF-y de forma significativa comparando ao grupo
controle.

Ainda com a analise do exsudato inflamatério proveniente do modelo da bolsa de ar
subcutdneo, dosamos as concentragdes de ¢xido nitrico periférico, no entanto, ndo foi

observado nenhuma reducéo em sua concentracao.
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O composto LS26 demonstrou envolvimento da via NO/GMPc/K+ATP no seu
provavel mecanismo de acdo sugerindo assim que o ON é importante no efeito da reducdo da
nocicepcao.

Além do papel do ON nas vias nociceptivas, varias linhas de evidéncias indicaram
que o ON também é capaz de induzir analgesia (CURY et al., 2011; DUARTE et al., 1990;
CHUNG, et al., 2006). Dados ja descritos na literatura mostram o efeito analgésico do NO
através da analgesia provocada pela acetilcolina, tendo em vista que o uso de L-NAME levou
a reducao do efeito antinociceptivo (DUARTE et al., 1990).

Desde as observagdes pioneiras de DUARTE e colaboradores (1990) indicando que o
NO induz analgesia e também medeia o efeito analgésico, varios trabalhos experimentais
foram realizados indicando o NO como mediador do efeito antinociceptivo periférico e
central de compostos analgésicos, como opioides, anti-inflamatorios ndo esteroidais e
produtos naturais (CURY, et al., 2011; PICOLO et al., 2004; KAWABATA et al., 1992).
Baseado na demostracdo de que o NO medeia a acdo analgésica periférica da Ach,
semelhanca da acdo local da Ach e dos opioides, e mostrando que os opioides induzem a
producdo de GMPc em neurbnios (CURY et al., 2011; MINNEMAN et al., 1976). Assim, ha
indicios que sugerem o envolvimento do sistema opioide e da via NO/GMPc/K+ATP no
controle da nocicepcao de alguns farmacos, incluindo o LS26.

Nossos resultados também ressaltaram a atividade inibitoria mais seletiva do
composto LS26 sobre a enzima COX-2. Hoje, é bem documentado a existéncia de trés
isoformas da COX. A isoforma COX-1 é expressa constitutivamente em altos niveis em
células do endotélio, mondcitos, plaquetas, tubulos coletores renais, vesiculas seminais (RAO
etal., 2008; SMITH & DEWITT, 1996).

PGs como PGE: e PGl produzidos pela COX-1 s&o conhecidos por exibir efeitos
citoprotetores na mucosa gastrointestinal, reduzindo a secrecéo de &cido gastrico pelas células
parietais no estbmago. Também influencia na atividade antiplaquetaria, além da producéo de
tampé&o biolégico como bicarbonato (HCO3) (BATLOUNI et al., 2010; RAO et al., 2008;
SMITH & DEWITT, 1996).

A enzima COX-2 é induzida por moléculas como lipopolissacarideo (LPS) e
mediadores da inflamag&o como IL-1 e TNF-a em uma ampla variedade de células e tecidos
como endotélio vascular, osteoclastos, células endoteliais sinoviais reumatdides, monaocitos e
macrofagos (RAO et al., 2006). Durante um processo inflamatorio ocorre um aumento nos
niveis de COX-2, levando ao aumento de PGs pro-inflamatdrias, aumentando dessa forma a

permeabilidade vascular, edema, hiperalgesia e febre (RAO et al., 2008).
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A COX-2 também é expressa constitutivamente na mécula densa, células epiteliais
que revestem a alga ascendente de Henle e células intersticiais medulares das papilas renais
(FITZGERALD & PATRONO, 2001). Possui funcdes fisioldgicas principalmente nos rins,
células vasculares endotelias, medula espinal e ovarios (DA SILVA et al., 2014).

A terceira isoforma da COX, a COX-3 foi descoberta em 2002
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002) e pode ser encontrada no cortex cerebral, medula
espinhal e coracdo. Por ser uma variante da COX-1 também possui efeitos anti-inflamatérios
(MOSQUINI et al., 2001; RAO et al.., 2008).

A COX-2 passou a ser alvo dos novos farmacos devido a sua acdo inflamatoria, e
diminuicdo dos efeitos adversos quanto a problemas relacionados ao trato gastrointestinal.
Com isto, surgiram entdo os inibidores seletivos para COX-2, porém, preocupacdes sobre seus
efeitos adversos cardiovasculares comecaram a mostrar-se muito relevantes. Esses inibidores
seletivos alteram o equilibrio natural entre tramboxano A. (TXA2) e PGl,, aumentando
potencialmente a possibilidade de um evento cardiovascular trombdético (SOLOMON et al.,
2004). A PGI; é importante no controle da homeostase do sistema cardiovascular, pois inibe a
agregacdo plaquetaria e funciona como vasodilatador, ja 0 TXA, € oposto, responsavel por
um efeito vasoconstritor e induz a agregacdo plaquetaria (MENDES e cols., 2012).

Tais efeitos adversos apresentados por esses farmacos inibidores seletivos para
COX-2, nos levou a avaliar a toxicidade aguda e subcrénica do composto LS26, ja que ele
mostrou uma determinada seletividade para tal enzima. Os animais ndo apresentaram nenhum
sintoma clinico toxico tanto na andlise aguda quanto subcrénica. Demonstrando seguranca na
utilizacdo em camundongos nas doses testadas e tempo avaliado. O ganho de peso corporal,
consumo de racdo e peso dos 6rgdos avaliados também ndo apresentaram mudancas
significativas quando comparado ao grupo controle do experimento. E através da analise
macroscopica e microscopica também podemos verificar que os o6rgaos (rins, estbmago,
intestino, figado e pulmdes) ndo foram comprometidos pelo composto. Com esses achados,
podemos sugerir que o0 uso do LS26 e seguro no tratamento de patologias relacionadas ao

processo de dor e inflamacéo.
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7 CONCLUSAO
Este trabalho demonstrou que:

e O composto: (x-cis) (6-etil-tetraidro-2H-pirano-2-il)metil 2-(2-(2,6 diclorofenilamino)
fenil acetato (LS26) possui atividade antinociceptiva aguda sob estimulos quimico e
térmico de acordo com os resultados nos modelos de contor¢fes abdominais induzidas

por &cido acético, formalina e imersdo da cauda em agua quente;

e Participacdo do sistema opioide e da via NO/GMPc/K*ATP no mecanismo de acdo do

composto LS26;

e O composto na dose testada ndo demonstrou atividade antinociceptiva frente ao
glutamato no modelo de nocicepgéo induzida diretamente pelo glutamato;

e Nao ha envolvimento da via serotoninérgica, colinérgica e nicotinica no mecanismo de

acao do composto LS26.

e O composto LS26 possui atividade antinociceptiva sobre a alodinia induzida pela
constricdo cronica do nervo ciatico, na avaliacdo aguda e crénica no modelo de dor

neuropatica;

e O composto LS26 tem sua acdo antinociceptiva no modelo de dor neuropética
relacionada a sua capacidade em inibir a producdo de IL-1B e IL-6 no nervo ciatico

submetido a constrigéo cronica;

e As doses testadas de LS26 ndo apresentou déficit motor nos animais no modelo de
rotarod, demonstrando que a atividade antinociceptiva ndo resulta de um efeito

incapacitante motor;

e O edema de pata induzido por carragenina foi reduzido com a administragdo prévia do

LS26, confirmando um efeito antiedematogénico do composto;

e O composto LS26 possui atividade anti-inflamatoria, conforme constatado pela sua
capacidade de reduzir a migracdo leucocitaria e a produgdo IL-1B, TNF-a, IL-6 na
inflamag&o induzida por carragenina no modelo de bolsa de ar subcutaneo. Também foi

capaz de aumentar os niveis de citocina anti-inflamatéria IL-10;
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e Nao foi observado aumento nos niveis da citocina anti-inflamatéria IL-4, assim como

também ndo houve reducgdes nos niveis de ON no modelo de bolsa de ar subcutaneo;

e O composto inibiu de forma seletiva a atividade da enzima COX-2, conforme avaliacdo

in vitro da atividade enzimética de COX;

e Nos protocolos avaliados, o LS26 ndo apresentou alteracBes toxicoldgicas aguda e
subcrénica a nivel macroscopico e microscopico. Demonstrando assim seguranca

terapéutica na dosagem testada;
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