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RESUMO

DOS SANTOS, Daiane Barreto Suzano. Avaliacido anti-inflamatoéria e antinociceptiva do
composto molecular hibrido de triclosan com cetoprofeno. 2024. 138p. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncias Fisiologicas). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,

Seropédica, RJ, 2024.

Objetivando maximizar os beneficios e minimizar os danos de fArmacos bem estabelecidos, o
design molecular veio unir a atividade bacteriostatica do triclosan com a anti-inflamatodria do
cetoprofeno em uma molécula hibrida inédita, o composto JO-04. Neste estudo investigamos
os efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorias do JO-04, em modelos experimentais usando
camundongos Swiss. Os efeitos antinociceptivos do JO-04, foram avaliadas pelos testes de
contor¢des abdominais induzidos por acido acético, formalina, retirada de cauda e campo
aberto. E os efeitos anti-inflamatorios, foram avaliadas pelo teste de edema de pata induzido
por carragenina, histamina, serotonina e bradicinina e bolha de ar subcutanea com quantificagao
de leucocitos totais e citocinas. Comparamos todos os resultados com o grupo controle de cada
modelo experimental. No modelo de contor¢des abdominais, induzidas por acido acético, o JO-
04 nas maiores doses, 5 e 10 mg/kg, reduziu o nimero de contorgdes. No modelo de formalina,
0 JO-04, nas maiores doses reduziu o tempo de lambedura nas duas fases. No teste de retirada
de cauda, o JO-04 nas maiores doses, induziu aumento no tempo de laténcia. Apenas o L-
NAME e a atropina, administrados previamente ao composto, foi capaz de diminuir o efeito no
modelo de retirada da cauda. No modelo de campo aberto, nenhuma dose testada do JO-04 foi
capaz de alterar significativamente a movimentacao espontanea dos animais. No modelo de
edema de pata induzido por carragenina, o JO-04, na maior dose, diminui o edema. Nos demais
modelos de inducdo de edema, notou-se que o JO-04 inibiu a formagdo de edema em
praticamente todas as doses testadas. No modelo de bolsa de ar subcutaneo, o JO-04 diminuiu
o numero de leucdcitos totais, assim como, na sua maior dose, reduziu a sintese de citocinas.
Conforme os resultados obtidos nos métodos empregados, podemos concluir que o JO-04
apresentou efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio nos modelos de dor e inflamacdo aguda,

sugerindo suas potencialidades para fins terapéuticos.

Palavras-chave: dor; nocicepg¢do; inflamagao; camundongos.



ABSTRACT

DOS SANTOS, Daiane Barreto Suzano. Anti-inflammatory and antinociceptive evaluation
of the hybrid molecular compound of triclosan with ketoprofen. 2024. 138p. Dissertation
(Master's Degree in Physiological Sciences). Institute of Biological and Health Sciences,
Department of Physiological Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica,

RJ, 2024.

Aiming to maximize the benefits and minimize the harm of well-established drugs, the
molecular design combined the bacteriostatic activity of triclosan with the anti-inflammatory
activity of ketoprofen. in an unprecedented hybrid molecule, the compound JO-04. In this study
we investigated the antinociceptive and anti-inflammatory effects of JO-04 in experimental
models using Swiss mice. The antinociceptive effects of JO-04 were evaluated by abdominal
contortion tests induced by acetic acid, formalin, tail removal and open field. And the anti-
inflammatory effects were evaluated by the paw edema test induced by carrageenan, histamine,
serotonin and bradykinin and subcutaneous air bubble with quantification of total leukocytes
and cytokines. We compared all results with the control group of each experimental model. In
the model of abdominal contortions induced by acetic acid, JO-04 at the highest doses, 5 and
10 mg/kg, reduced the number of contortions. In the formalin model, JO-04, in the highest
doses, reduced the licking time in both phases. In the tail withdrawal test, JO-04 in the highest
doses induced an increase in latency time. Only L-NAME and atropine, administered prior to
the compound, was able to reduce the effect in the tail withdrawal model. In the open field
model, no tested dose of JO-04 was able to significantly alter the spontaneous movement of the
animals. In the carrageenan-induced paw edema model, JO-04, at the highest dose, reduces
edema. In the other edema induction models, it was noted that JO-04 inhibited the formation of
edema at practically all doses tested. In the subcutaneous air pocket model, JO-04 reduced the
number of total leukocytes, as well as, at its highest dose, reducing the synthesis of cytokines.
According to the results obtained in the methods employees, we can conclude what OJ-04
presented It is made antinociceptive and anti-inflammatory in models of pain and acute

inflammation, suggesting your potential for therapeutic purposes.

Key words: pain; nociception; inflammation; mice.
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1 INTRODUCAO

A maioria das patologias cursam com a dor e/ou inflamagao. Saliente-se ainda que elas
sejam responsaveis pelo aumento da morbidade e mortalidade entre a populagdo (OMS). Pode-
se dessa forma perceber a importancia do assunto em questdo. Sendo este de interesse ndo s
de uma classe especifica de pessoas, bem como de todas as pessoas.

A dor ¢ uma sensacdao angustiante que tem o seu relato influenciado por diversos
aspectos de origens variadas. H4 quem acredite que ndo senti-la tornaria a vida mais feliz,
contudo uma rapida observagcdo sobre a doenca de “insensibilidade congénita a dor com
anidrose (CIPA)”, por exemplo, muda radicalmente esse entendimento, visto que as pessoas
com essa patologia possuem muitos prejuizos e limitagdes, tendo sua qualidade de vida reduzida
e podendo ter sua longevidade bastante diminuida se ndo se enquadrarem aos sinais € sintomas
dessa doenca. Percebe-se dessa maneira que a dor ¢ um componente relevante do sistema de
defesa do organismo, constituindo uma sentinela que sinaliza quando algo est4 errado ou atua
na tentativa de impedir um dano maior, como por exemplo no reflexo de retirada, onde ocorre
a mobiliza¢do de uma resposta motora orquestrada pelo sistema nervoso. Na fisiologia da dor
podem estar envolvidos mediadores especificos responsaveis pela complexidade de eventos que
acontecem durante a transmissao da dor no sistema nervoso periférico e central.

A inflamacgao € mais uma resposta do organismo a desiquilibrio da homeostase, podendo
ser ocasionada por agentes nocivos ou nao fisicos, mecanicos, biolégicos e quimicos. Este
fendmeno natural ocorre quando o sistema estd tentando combater infec¢des reais ou potenciais,
eliminar moléculas toxicas ou restabelecer-se de lesdes fisicas. Este processo ¢ complexo,
multimediado e dindmico, que envolve a participagdo de mediadores especificos como,
bradicinina, prostaglandinas, 6xido nitrico dentre outros, que atuam em determinados
receptores ativando vias de sinalizagdo intracelular, ¢ dessa maneira promovendo o
desenvolvimento da sensibilizagdo neuronal. Todavia também pode se tornar a causa de
diversas doengas, tais como obesidade, doengas cardiovasculares e determinados tipos de
cancer.

O arsenal terapéutico existente para o tratamento de dor e/ou inflamagdo envolve
principalmente analgésicos opioides, anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e
glicocorticoides (GCs). Estando isto longe do ideal, visto que muitos sdo os efeitos adversos
causados por eles. Sendo os responsaveis pelo abandono da terapia com estas classes de

farmacos, ocasionando diversos prejuizos a satide dos individuos e comprometendo a eficacia



do processo. Por isso, a descoberta de novos firmacos que induzam menos eventos adversos e
sejam mais eficazes ¢ relevante para a adesdo do paciente ao tratamento, o sucesso da terapia e
o desenvolvimento da ciéncia.

A cada ano o numero de pesquisas neste campo de dor e inflamagdo aumenta devido ao
grau de relevancia na prética clinica e no bem-estar como um todo dos individuos. Soma-se a
isso o fato de que os pesquisadores estdo usando cada vez mais o design molecular na busca
por novos farmacos que possam ser usados para tratar dor e inflamagdo. Uma vez que, envolve
modificagdes na estrutura quimica dos compostos, aperfeicoando a poténcia e a eficacia dos
mesmos. Em adi¢do, objetiva-se a diminui¢do dos efeitos adversos, considerando-se seus
possiveis efeitos toxicos, melhora do grau de estabilidade nos tecidos e fluidos do organismo.

Nessa perspectiva, o presente estudo trata-se da avaliagdo da atividade farmacologica
do composto hibrido sintético oriundo da unido de triclosan (TCS) com o cetoprofeno (CET),
fornecido pelo Professor Doutor Saulo Luis Capim do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia
Baiano, que ¢ uma molécula com potencial atividade analgésica e/ou anti-inflamatoria,
sintetizado com o intuito de potencializar os possiveis efeitos terapéuticos das moléculas

originais, melhorar seu perfil de atividade e suprimir ou mitigar efeitos deletérios.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dor e Nocicep¢io

A origem da palavra dor envolve linguas distintas tais como: inglés médio, do anglo-
francés peine (dor, sofrimento), o latim poena (pena, puni¢do) e o grego poin-e (pagamento,
pena, recompensa) (IASP,2020).

A Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), inicialmente, definiu a dor,
como uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada a uma lesao tecidual real
ou potencial, ou descrita nos termos de tal lesao (IASP, 1986).

No entanto, atualmente o conceito de dor foi revisado passando a ser uma experiéncia
sensitiva e emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela associada, a uma lesao
tecidual real ou potencial (IASP, 2020).

Ressalta-se que a dor € sempre uma experiéncia pessoal que ¢ influenciada, em graus
variaveis, por fatores biologicos, psicologicos e sociais. Dor e nocicepcdo sdo fendmenos
diferentes. A dor ndo pode ser determinada exclusivamente pela atividade dos neurdnios
sensitivos. Através das suas experiéncias de vida, as pessoas aprendem o conceito de dor. O
relato de uma pessoa sobre uma experiéncia de dor deve ser respeitado. Embora a dor
geralmente cumpra um papel adaptativo, ela pode ter efeitos adversos na func¢ao e no bem-estar
social e psicologico. A descricao verbal ¢ apenas um dos varios comportamentos para expressar
a dor; a incapacidade de comunicagdo nao invalida a possibilidade de um ser humano ou um
animal sentir dor (IASP, 2020). Apesar do conceito de dor ser mais adequado quando
empregado para humanos, j& que possui um componente emocional, convencionou-se a
emprega-lo também a animais (Hellebrekers, 2002). A dor ¢ considerada o quinto sinal vital,
em uma lista que inclui a temperatura, frequéncia respiratdria, frequéncia cardiaca e pressao
arterial (Luna, 2006).

A origem da palavra nocicep¢do procede do latim nocere (doer) (IASP, 2020). O
conceito de nocicepcao tem sido utilizado ha muito tempo para caracterizar o processo neural
de codificacdo e processamento dos estimulos nocivos (IASP, 2008). A nocicepcao, mediante
experimentos executados através de metodologias especificas, pode ser mensurada. Por meio
destes métodos realizados pode-se analisar as reagdes comportamentais dos animais, que sao
correspondentes a sensa¢do de dor, imitando os fendmenos que acontecem clinicamente. Os
testes de retirada de estimulos nociceptivos ja sdo usados por um longo tempo a fim de estudar

mecanismos de nocicepcdo. Estes modelos experimentais tém demonstrado uma grande



contribuicdo para o avango do saber em areas como a de receptores mensageiros intracelulares,
a fisiopatologia da dor, os genes envolvidos neste contexto e a identificacdo de
neurotransmissores. Ademais a a¢ao farmacolédgica, como duragdo da agdo, poténcia e eficacia,
ao longo das ultimas décadas, demonstrou apropriada analogia para a analgesia humana, em
modelos de nocicepc¢ao aguda e dor cronica em animais, onde usaram um amplo espectro de

analgésicos a fim de diminuir as respostas sensoriais reflexivas (Gregory e cols., 2013).

2.1.1 Classificacao da dor

A dor pode ser classificada mediante diversos aspectos, tais como o tempo de duragao,
a fisiopatologia, a localizagdao da dor, o envolvimento do sistema nervoso simpatico e o local
afetado (Sakata, 2008).

Quanto a classificacao por tempo de duracao, a dor pode ser classificada em aguda ou
cronica. A dor aguda, normalmente, tem uma defini¢ao causal/temporal, sendo de curta duragao
e intensidade relevante (Moreira, 2001). Pode durar de minutos a algumas semanas, possuindo
um tempo de manifestagcdo bastante curto, correlacionada a lesdes em 6rgaos ou tecidos, geradas
por infeccdo, inflamagdo, traumatismos, dentre outros (SBED, 2017). Desaparecendo apds
intervencao apropriada, por exemplo, mediante a farmacos, imobiliza¢do, resultando em cura
da lesao ou resolucao da causa (Brasil, 2001; SBED, 2017). A dor aguda ¢ imprenscindivel para
o bom funcionamento do sistema fisioldgico porque representa um aviso de uma lesao tecidual
ter acontecido, ademais também promove reagdes de defesa, remog¢do do agente causador da
perturbacao da homeostase e fuga (Teixeira, 2009). O sistema nervoso autdnomo simpatico esta
hiperativo neste tipo de dor, devido a isso percebe-se sinais como agitagdo psicomotora,
taquicardia, aumento da pressao arterial, ansiedade e taquipneia (Brasil, 2001). Ressalta-se
também postura de protecdo, expressoes faciais e vocalizagdo. Tendo um carater protetivo.
Exemplos de dor aguda, as causadas por condigdes como apendicite ou litiase nos rins, as dores
de colicas menstruais, as dores apoOs torgdes, as codlicas intestinais pos-infecgdo alimentar,
dentre outras (Brasil, 2001).

A dor continua ou recorrente de duracdo maior que trés meses ¢ definida como dor
cronica, tendo muitas vezes a etiologia desconhecida, ndo desaparece com o emprego dos
procedimentos terapéuticos convencionais ¢ ¢ causa de incapacidades e inabilidades
prolongadas (Moreira, 2001). A dor cronica, devido a sua longa duragdo, provoca
comprometimento funcional, custo socioecondmico, incapacidade progressiva e sofrimento

(Acta fisiatrica, 2004). Além disso, ela também ¢ caracterizada por ser aquela que persiste por
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mais de 1 més apds a resolucdo de uma lesdo tecidual aguda ou acompanha uma lesdo que nao
se cura. Estando assim, na maioria das vezes, relacionada a uma lesdo incorretamente tratada
e a doengas cronicas, como a fribromialgia (SBED, 2017). Na dor cronica ocorre adaptagdo aos
sinais desencadeados pela hiperatividade do sistema nervoso autbnomo simpatico, mas existe a
manifestagdo de ansiedade frequente e respostas emocionais (Brasil, 2001). Pelo fato da dor
cronia ser composta  particularmente  por reacdes musculares  esqueléticas
psicocomportamentais que induzem repercussdes biopsicossociais desfavoraveis e
incapacidade, ela ¢ desprovida do valor biologico bem singular da dor aguda (Clapham, 2003).
De modo contraditorio, apesar da dor cronica ser um sintoma para muitas patologias, ela
também possui um conjunto de sintomas, portando-se desse modo como doenga, contudo ainda
nao existe consenso entre os pesquisadores para conceitud-la como tal. Ressaltam-se seus
sinais caracteristicos bem limitadores, como por exemplo: alteracdes do sono, dependéncia de
profissionais da saude, de medicamentos, de instituigdes e de cuidadores, declinio acentuado
na qualidade de vida, problemas nutricionais, imobilidade, altera¢cdes no sono, frustacao,
ansiedade, depressao, amargura, suicidio, medo, gerando um intenso sofrimento para o indiviuo
que a tem (Siqueira, 2019). Ela ndo ¢ tdo somente, uma extensao da dor aguda. Na dor crénica
ocorre repetidas estimulagdes nociceptivas, levando a diversas alteragdes no Sistema Nervoso
Central (SNC) (Brasil, 2001). Variadas pesquisas tém se concentrado nas alteragdes que
ocorrem no encéfalo de quem sofre com este tipo de dor. Em algumas areas do cortex cerebral,
modificagdes morfolégicas tém sido identificadas, mediante analise de neuroimagem, em
individuos que possuem dor cronica. Ademais revisdes da literatura, tém demonstrado ocorrer
alteragcdes genéticas, fisicas e funcionais no cérebro destes individuos. Conjectura-se que as
mudancas neuroplasticas que acontecem indiquem um conjunto de fatores, como de
sobrevivéncia, disfuncionais e adaptativos (Siqueira, 2019). Destaca-se o seu caratér
incapacitante (Brasil, 2012). Exemplos de dor cronica: dores lombares, artrose e artrite.

Quanto a classificagao pela origem do estimulo, a dor pode ser nociceptiva, inflamatoria
€ neuropatica.

A dor nociceptiva decorre do estimulo fisiolégico dos receptores e da via de condugdo
da dor, sendo concernente a danos aos tecidos musculares, ligamentares e dsseos, isso significa
que ela depende da estimula¢do quimica, térmica ou mecanica dos nociceptores (Figura 1A)
(Woolf, 2010; Schestatsky, 2008). Baseada em sua localizagdo, pode ser visceral, na ocasido
em que provém de 6rgdos viscerais ou pode ser somatica, no momento em que deriva da pele

ou musculo esquelético (Woolf, 2010).



A dor inflamatdria ¢ aquela gerada pela hipersensibilidade sensorial, que acontece em
seguida a uma lesao de tecido, devido a liberacdo dos mediadores pro-inflamatorios, como por
exemplo, bradicinina e histamina. Esta dor possui um aspecto protetivo, objetivando reduzir o
movimento e o contato fisico, contribuindo dessa forma para a cicatrizagdo. Como por exemplo,
posteriormente a uma cirurgia, sucederd na ferida um processo inflamatdrio, estimulos que
antes ndo provocavam dor, nesta ocasido provocardo. Pois, depois de um dano ou infec¢ao
tissular, o sistema imunoldgico ¢ ativado, e a este tipo de fendmeno da-se o nome de dor
inflamatoria (Figura 1B) (SBED, 2010; Woolf, 2010).

Em contrapartida, a dor neuropatica ¢ aquela causada por uma doenca ou lesdo do
sistema nervoso, ou seja, que afeta o sistema somatossensorial, ocasionando uma ativagao
anormal da via nociceptiva (fibras de pequeno calibre e trato espinotalamico). Sendo
frequentemente relatada como sensagdes agudas de formigamento, de choque elétrico ou de
queimadura. Na maioria das vezes, acaba se tornando cronica, sendo de dificil tratamento,
podendo apresentar um vieis incapacitante. A dor neuropatica ¢ um tipo de dor crdnica, pode
ser central ou periférica. A central ocorre quando hé alteragcdes na modulacao inibitéria efetuada
pelas vias descendentes e também pode resultar de modificagcdo da via espino-talamo-cortical.
Ja a periférica acontece quando os nervos periféricos sao lesionados, alterando o padrdo de
conducao dos impulsos, promovendo sensibilizagdo central ou periférica (Figura 1C) (Baron,

2010; SBED, 2010).
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Figura 1 - Classificacido da dor quanto a origem dos estimulos. (A) A dor nociceptiva representa a sensacio
associada com a deteccio de estimulos nocivos potencialmente prejudiciais dos tecidos, possui carater
protetor. (B) A dor inflamatéria é associada a danos nos tecidos e a acdo de mediadores inflamatérios que
podem promover a reparacio e causar hipersensibilidade a dor até que ocorra a cura. (C) A dor patolégica
¢ um estado de doenca causada por danos no sistema nervoso, sendo a principal a dor neuropatica. (Fonte:
adaptado de Woolf, 2010).

Existe também uma quarta classificagdo da dor, quanto a origem do estimulo, que ¢ a
dor disfuncional ou centralizada (Vardeh, 2016). Esta foi corroborada pela Sociedade

Americana da Dor que ressaltou as caracteristicas essenciais de cada taxon (Tabela 1) (Kumar,

2016).



Tabela 1 - Classificacio e principais caracteristica da dor, quanto a origem dos estimulos. (Fonte: adaptado
de Vardeh, 2016; Kumar, 2016).

Nociceptiva

Evidéncia de injtria (fisica) nociva
Sintomas: dor localizada na area de estimulo / lesdo
Sinais: exames de imagem / patologia mecanica

Geralmente produzidas por forgcas excessivas
suficientes para ativar nociceptores

Inflamatoria

Evidéncia de inflamag&o quer seja estéril ou
infecciosas

Sintomas: vermelhidao, calor, edema
Sinais: alteragdes inflamatorias, deteccdo de

patdgenos/resposta a antibidticos e/ou
anti-inflamatorios

Dor patologica

Evidéncia de lesdo dos nervos sensoriais

Sintomas: queimacao, choque, dor esponténea;
parestesias

Sinais: diminuicdo da sensibilidade a picada ou
vibragdo, alodinia mecanica

Disfuncional/centralizada

Dor na auséncia de patologia detectavel

Nenhum estimulo nocivo identificavel, inflamagao ou
dano neural

2.1.2 Fisiopatologia da dor

O dominio dos conhecimentos envolvidos na compreensdo da via de condug¢do da dor,

como a neuroanatomia, a fisiologia e a fisiopatologia ¢ essencial para o progresso da ciéncia,




visto que por meio dele, torna-se vidvel a descoberta de novos farmacos que sejam mais
eficentes, eficazes e com menos efeitos colaterais (Voscopoulos, 2010). Na fisiopatologia da
dor ocorrem estimulos nocivos que desencadeiam potencial de a¢do, que sdo transportados até

o SNC, a partir das fibras nervosas periféricas (Figura 2) (Kuner, 2010).
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Figura 2 - Conducéo dos impulsos nociceptivos. (Fonte: adapatdo de Kuner, 2010). Legenda: Dorsal (D),
Ventral (V).

Os receptores tipicos para dor sdo chamados de nociceptores. Estes estdo situados nas
terminacdes das fibras nervosas Ad e C (Tabela 2), sendo hédbeis para traduzir um estimulo
nocivo em estimulo elétrico que sera levado até o SNC e percebido como dor, no cortex cerebral

(Rocha e cols., 2007).



Tabela 2 - Subtipos das fibras nervosas Ad e C. (Fonte: adaptado de Rocha e cols., 2007).

Tipo de fibra Caracteristicas

Fibras A6 tipo I Respondem a temperatura em torno de 52°C, sdo
insensiveis a capsaicina e possuem resposta mediada

pelos receptores VR1 (receptor vaniloide tipo 1)

Fibras A6 tipo 11 Sdo sensiveis a temperatura em torno de 43°C, a
capsaicina e ativam, via receptores VRI, canais

cationicos ndo seletivos permeaveis ao calcio

Fibras C tipo | Liberam substancia P e CGRP (peptideo relacionado
ao gene da calcitonina) e expressam receptores
tirocinase A, para o fator de crescimento nervoso. Sdo

responsivas a capsaicina e a protons

Fibras C tipo II Expressam receptores purinérgicos P2X3 para
adenosina e um grupo de carboidratos de superficie, a
a-D-galactose, capaz de se ligar a lecitina IB-4,

sensiveis seletivamente a protons

Existem quatro componentes basicos fundamentais no nociceptor, o terminal periférico,
local em que se origina o potencial de agdo, o axdnio que transporta o potencial de agcdo, o corpo
celular que regula a integridade e as identidade do neurdnio, e o terminal central pré-sinaptico

que ¢ o componente, na via sensorial no SNC, da primeira sinapse (Figura 3).

Tecido alvo Nervo periférico GRD Raizdorsal Medula

) .

Terminal Periférico Axonio Corpo celular Terminal
Central

Figura 3 - Componentes dos nociceptores. (Fonte: adaptado de Woolf, 2007).

A literatura descreve quatro tipos de nociceptores: polimodais, silenciosos, térmicos e
mecanicos. Os nociceptores que sdo responsivos as nocivas temperaturas, sao separados em
polimodais, quando identificam estimulos nocivos de carater térmico, mecéanico e quimico e
também podem ser unimodais, quando um exclusivo estimulo térmico os ativam. Os
nociceptores silenciosos sdo ativados por mediadores inflamatdrios ou estimulos quimicos,
além de serem responsivos também a estimulos térmicos e mecanicos, todavia isso ¢ possivel

apenas apds terem sido ativados. Tendo uma velocidade de condugdo menor que 3 ms,
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possuindo pequenas fibras C amielinizadas. Os nociceptores térmicos sdo formados por fibras
A, finamente mielinizada, de médio calibre, conduzindo os impulsos a uma velocidade de 12 a
30 m/s. Sendo estimulados por temperaturas extremas, quentes ou frias (> 45°C ou <5 °C). Os
nociceptores mecanicos sdo estimulados por pressdes excessivas e sdo encontrados em fibras
Ad de diametro médio, que conduzem os potenciais de acdo na velocidade de 12 a 30m/s, sendo
pouco mielinizadas. Juntamente estes nociceptores de fibra A (B-0) sdo chamados de
nociceptores mecano-térmicos (Fein, 2011; Diamond, 1999; Moffat, 2011).

Os sinais dolorosos sdo transmitidos ao SNC, pelos nociceptores. Estes usam duas vias
distintas para conduzirem a dor aguda e a dor cronica. Existem quatro tipos de fibras aferentes
primarias ou fibras sensoriais, anatomicamente falando, sdo elas Aa, AP, Ao e C, sendo

categorizadas por velocidade de condugao, receptores a que se associam e didmetro (Tabela 3).

Tabela 3 - Classificaciao das fibras sensitivas.
Fonte: JANEIRO, 1. M. L; et al. Fisiologia da dor. Dissertacdo defendida em provas publicas na Universidade
Luso6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude. Lisboa, p.52. 2017.

Tipos de fibra Diametro(um) Mielinizagdo Velocidade de condugéo
(m /s)
AP >10 Densa 30-100
Ad 2-6 Fina 12-30
C 0,4-1,2 Ausente 0,5-2
Ao 10-20 Densa 70-120

No contexto da complexa transmissao dos estimulos nociceptivos e a dor, existem duas
espécies principais de fibras aferentes, as fibras Ad e as fibras C. Elas se estendem até o corno
dorsal da medula e a partir dele saem diversos feixes para o sistema limbico, hipotdlamo e
cortex cerebral (Guyton e Hall, 2011). Na dor aguda, os sinais pontuais dolorosos, sao
provocados por estimulos térmicos ou mecanicos. Estes através de fibras Ad, sdo conduzidos
para a medula pelos nervos periféricos (Klaumann, 2008). A dor cronica ¢ produzida,
sobretudo, por estimulos dolorosos quimicos e esporadicamente por estimulos térmicos ou
mecanicos insistentes. As fibras do tipo C transmitem para a medula espinal, a dor cronica
(Moftat, 2011). O estimulo doloroso abrupto, normalmente, em consequéncia a este sistema de
dupla inervacado, produz sensa¢ao “dupla” dolorosa, dor rapida pontual, conduzida pelas fibras
AJ, para o cérebro, seguida pela conducao de dor realizada pelas fibras C (Tresguerres, 2005).

Em resposta aos estimulos nocivos, ocorre a ativacdo dos nociceptores, levando a
geracdo de uma corrente despolarizante que se estende por todo o comprimento da fibra, sendo
levada para o SNC (Woolf e Salter, 2000). As fibras nas terminagdes nervosas livres possuem
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uma membrana com receptores que transformam o estimulo mecanico, quimico e térmico em
potencial elétrico de carater despolarizante. Quando o limiar de excitabilidade ¢ alcangado
acontece o disparo de potencial de agdo e este ¢ levado, até o corno dorsal da medula espinal,
pelo axonio (Basbaum e Jessel, 2014).

O limiar de ativacao das fibras nociceptivas ¢ muito elevado. Estas se estendem a partir
da periferia até o corno dorsal da medula espinal, mais especificamente nas ldminas de Rexed
I e II. Nestas regioes elas estimulam neurdnios de segunda ordem, podendo ser neurénios de
projecao ou interneurdnios (Figura 4) (Basbaum e Jessel, 2014; Schaible e Richter, 2004; Cury
etal.,2011).

B Sinais de entrada na medula espinal

Fibra A8

Fibra e

Para o tadlamo

Para o tronco N
encefélico e o tdlamo ™

Figura 4 - A extensiao das fibras nociceptivas desde a periferia até o corno dorsal da medula espinal. (Fonte:
adaptado de Basbaum e Jessel, 2014).

A primeira sinapse na via nociceptiva acontece no corno dorsal da medula espinal,
onde ocorre a liberacdo de neurotransmissores, pelas fibras aferentes primarias. Podendo ser
substancia P, peptideo relacionado ao gene da calcitonina e glutamato, habeis para estimular os
neurdnios de proje¢do (Schaible e Richter, 2004).

Além do mais, os axonios de neurdnios espinais de segunda ordem, na medula,
atravessam a linha média, e o estimulo nociceptivo, ascende na forma de potencial de agdo, por
meio de distintos tratos nervosos particulares, sobretudo, os tratos espinotaldmico e trato
espinorreticular (Figura 5) (Basbaum e Jessel, 2014). No nticleo posterior ventral do tadlamo

ocorre a confluéncia dos tratos supracitados com populagdes neuronais. Acontecendo a
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projecao dessa informacao do tdlamo para o cértex somatossensorial, local em que acontece a
percepcao da dor, assim como sua intensidade, qualidade, duragdo e localizagdo, envolvidos do

fendmeno da percepcao (Figura 5) (Basbaum e Jessel, 2014; Cury et al., 2011).
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Figura 5 - As duas principais vias de ascendéncia da informacio nociceptiva da medula espinal ao cortex
somatossensorial. (Fonte: adaptadado de Basbaum e Jessel, 2014).

A nocicepgao origina-se na periferia, onde o neurénio de primeira ordem que se projeta
para a medula espinal, ascendendo pela medula espinhal encontra-se com o neurénio de
segunda ordem e projetando-se para o cortex cerebral, onde esta o neurdnio de terceira ordem.
Logo, a nocicepgdo ocorre através de eventos como a transdugdo, transmissdo, modulacao e
percepgdo (Figura 6) (Messlinger, 1997; Golan, 2014). A dor ¢ resultante desses
acontecimentos que possibilitam a codificacdo e o processamento dos estimulos nocivos (Bear;
Connors; Paradiso, 2017). Essa via também estd submetido a uma regulagio moduladora

descendente (Figura 6) (Golan, 2014).
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Figura 6 - Visdo geral do circuito nociceptivo. A ativacdo da termina¢ao nervosa periférica por um estimulo
nocivo leva a geracao de potenciais de acio, que sdo conduzidos até o corno dorsal da medula espinal. A
neurotransmissio no corno dorsal transmite o sinal a neurdonios do SNC, que enviam o sinal ao cérebro.
Esse circuito também est4 sujeito a controle modulador descendente. (Fonte: Golan, 2014).

2.1.2.1 Sensibilizacao periférica

Nos anos 70 os pesquisadores Iggo e Perl descobriram a sensibilizagao periférica através
de uma pesquisa em que observaram um elevado limiar de neurdénios sensoriais especificos,
conciliados de maneira a reagir somente aos estimulos nocivos. Posteriormente, diferentes
estudiosos e Perl, comprovaram que os nociceptores da periferia, depois de acontecer uma
lesdo, seriam capazes de se sensibilizarem, diminuindo o seu limiar. Sendo essa regido
envolvida na hiperalgesia primaria (Woolf, 2011). A hiperalgesia ¢ o aumento da percepcao da
dor, promovida por um estimulo nocivo, onde ocorre uma elevacdo do estado excitavel,
desencadeando uma elevacao da eficacia da estimulagdo dos canais idnicos que, por sua vez,
desencadeia uma diminuic¢do do limiar de disparo de canais dependentes de voltagem e também

existe uma exagerada resposta (Moffat, 2011). Desta forma, a dor percebida em consequéncia
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a estimulos que acontecem num periodo curto de tempo depois de um estimulo inicial, ¢
provavel que seja mais forte que a dor percebida no comeco (Moffat, 2011).

Os macréfagos, neutrofilos, mastdcitos e linfocitos T liberam mediadores inflamatorios,
a partir de células lesadas e inflamatorias, na sensibilizacdo periférica. Esses mediadores
estimulam os nociceptores, diminuindo o limiar, como resultado eleva a habilidade de resposta,
sobretudo na regido da lesdo e inflamagao (Figura 7) (Moffat, 2011; Woolf, 2011).

Os neurdnios sensibilizados, ao decorrer do processo de inflamagdo, liberam peptideo
relacionado com o gene da calcitonina (CGRP) e a substancia P de dentro de vesiculas. Ao
serem liberadas essas duas substancias se ligam aos seus receptores situados em variadas células
envolvidas no processo de inflamagdo, assim como os mastdcitos, basédfilos e neutrofilos
(Moffat, 2011). Esta ligacdo desencadeia a liberagdo de substancias pro — inflamatorias, por
exemplo a bradicinina, histamina e citocinas, possibilitando a produgdo de outros mediadores.
A enzima ciclooxigenase (COX) proporciona a produgdo de eicosanoides, como as
prostaglandinas. O fator de crescimento neural (NGF), fator trofico, também € liberado. A partir
de células lesionadas acontece producdo e liberagdo de 6xido nitrico (NO), liberagao de
adenosina trifosfato ATP, e assim por diante, promovendo dessa maneira, na medula espinal,
uma amplifica¢ao do sinal para os centros superiores e assim decorre a sensibilizacao periférica,
contribuindo relevantemente dessa maneira para a conservacdo da dor cronica (Figura 7)

(Moffat, 2011; Woolf, 2011).
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Figura 7 - Sensibilizacdo periférica. Setas brancas-libertacdo, setas pretas - ligacio a um receptor. NGF:
Fator de crescimento nervoso; BDNF: Fator nervoso derivado do cérebro; COX: ciclooxigenase; NO: 6xido
nitrico; Sustincia P: substancia P; CGRP: peptideo relacionado com o gene da calcitonina; TNF: fator de
necrose tumoral; IL-1B: interleucina 1B; ATP: adenosina trifosfato; p, d: receptores de opioides; PG:
prostaglandinas; LT: leucotrienos; TX: tromboxanos; P2X: receptor de ATP; TPRV1: receptor vanildide.
O nimero 1 da figura representa a lesdo e envio da informacio para a regido dorsal; o niimero 2 representa
a libertacio da substancia P e CGRP. O numero 3 refere-se a libertacdo de substiancias pro - nociceptivas e
inflamatérias desde os mastécitos e neutrofilos; o 4 representa a ativacio dos receptores vaniloides e
sensiveis a ATP, por 1ltimo o niimero 5 representa a transmissiao do sinal amplificado ao sistema nervoso
central. (Fonte: adaptado de Woolf, 2012).
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2.1.2.2 Sensibilizacao central

As sucessivas estimulagdes dos nociceptores fazem os neurdnios ficarem em uma
condi¢do de hiperexcitabilidade, sendo esta evidenciada por diminui¢ao do limiar de ativacao,
elevacdo da atividade espontanea neuronal, elevagdo da resposta aos estimulos e o aumento dos
campos receptivos (Klaumann, 2008). Estando estas mudancas relacionadas as observacdes
feitas na clinica, especificamente a elevacao da resposta aos estimulos, hiperalgesia primaria.
Assim como o aumento dos campos receptivos, hiperalgesia secundéaria. Da mesma forma, a
diminui¢do do limiar de ativagdo, alodinia. Além do aumento da atividade espontanea, a dor

espontanea (Figura 8) (Widmaier, 2006).

Alteragtes Neuronais Sintomas Clinicos

Aumento da resposta aos

sstimilas Hiperalgesia Primaria

Aumento dos campos

FEretivos Hiperalgesia Secudarna

Reducdo do limiar de o
ativacdo Alodinia

Aumento da atividade

espontanea Dor espontanea

Figura 8 - Correlacdo dos sintomas da dor com as mudancas funcionais dos neuronios
(Fonte: adaptado de Klaumann, 2008).

A hiperalgesia e/ou a alodinia sdo desenvolvidas quando a membrana dos neuronios
estdo hiperexcitadas, devido a ocorréncia do aumento da resposta dos nociceptores a
determinados estimulos ou a substancias quimicas. A hiperalgesia ¢ conceituada pelo aumento
das respostas aos estimulos de dor, sendo um evento sensorial que surge em algumas pessoas
como decorréncia de lesdes nos tecidos e também resultante das sindromes neuropdticas, em
que ndo acontece lesdo nos tecidos. O organismo através da hiperalgesia aciona um mecanismo
de protecdo a mais, pois ela auxilia no resguardo da regido lesionada, além de induzir o
fendmeno de cura e estimular o processo de cicatrizacdo da lesdo inicial. Duas zonas sdo
abrangidas, na hiperalgesia, promovida por lesdo, a que circunda o local logo apds a lesdo,

designada de zona de hiperalgesia primaria, e a que alcanca mais adiante da regido que sofreu
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o dano, designada de zona de hiperalgesia secundéria. Qualquer forma de estimulos de baixa
intensidade, seja mecanico, térmico, dentre outros, na zona de hiperalgesia primaria, promovera
sensagoes de dor, devido ao fato dos nociceptores que inervam aquela regido lesada, estarem
sensibilizados. Assim sendo, ela pode ser compreendida como um fendémeno da periferia, por
causa das mudangas das caracteristicas fisiolégicas dos nociceptores, que inervam as regioes
que sofreram a lesdo (Klaumann, 2008). A hiperalgesia secundaria ¢ descrita por um aumento
das sensacgdes de dor produzidas por estimulos mecanicos de elevada intensidade, e por uma
mudanca sensorial promovida mediante ativacdo de mecanorreceptores de baixo limiar. A
primeira mudanga estabelece o aumento da sensibilidade aos estimulos nocivos mecanicos € a
segunda mudanga gera a sensagdo dolorosa produzida através do tato. Nestas mudangas nao
estao envolvidos mecanismos da periferia, visto que sdo montadas por intermédio de alteragdes
na elaboracdo central, como também pelos sinais produzidos pelos mecanorreceptores de
elevada intensidade (elevagdo da sensibilidade de dor mecanica) e de baixo limiar (sensacdes
dolorosas produzidas pelo tato). Tais mudangas centrais sdo produzidas pelo aumento da
atividade da via aferente, resultante da zona de hiperalgesia primaria, apds a sensibiliza¢ao dos
nociceptores da periferia. Dentre as variagdes sensoriais produzidas pela hiperalgesia, destaca-
se, a alodinia, que ¢ a dor promovida por um estimulo que normalmente ndo causaria dor, por
exemplo a dor produzida pelo tato (Tresguerres, 2005).

A hiperalgesia ¢ a alodinia sdo eventos relevantissimos, o seu surgimento certifica
notadamente que a sensa¢ao dolorosa ¢ um fendomeno dinamizado em que a magnitude e a
intensidade decorre do contexto da regido lesionada e ndo somente do estimulo original.
Todavia a sensagao dolorosa produzida através do tato mostra que a dor ¢ passivel de ser gerada
em pessoas comuns mediante a estimulacdo dos mecanorreceptores de baixo limiar, havendo
previamente, uma regiao periférica lesada (Tresguerres, 2005).

Na sensibilizacao central estao envolvidos dois eventos: a potenciacao de longo prazo e
windup. A potenciagdo de longo prazo (long termpo tentiantion — LTP), ¢ designada dessa
maneira devido a ocorréncia do prolongamento no tempo do estado de hiperexcitabilidade,
conceituada como a elevacao da eficacia de uma sinapse excitatéria depois de uma ativagdo de
pequena duracdo e elevada frequéncia, em que acontecem varias mudangas neuroquimicas. Ja
o windup baseia-se no aumento da responsividade neuronal da medula espinal, ao se exercer
um estimulo continuamente, porém com uma frequéncia baixa (Moulin, 2007).

Na ocasido em que uma fibra C ¢ ativada através de um estimulo, o glutamato (Glu)
¢ liberado na fenda sinaptica entre o terminal aferente primario nociceptivo e o neurdnio espinal

(Moftat, 2011). Logo depois o Glu conecta-se aos receptores NMDA, nomeado dessa maneira
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devido ao fato do seu agonista preferido ser o N-metil-D-aspartato e os receptores AMPA, que
tétm como agonista preferido o &cido a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazolopropionico,
situados no neurdnio espinal (Moulin, 2007). A ligagdo aos receptores AMPA desencadeia uma
acelerada entrada de sodio (Na") e uma decorrente despolarizagio da membrana neuronal

espinal, e com a possibilidade do surgimento de um potencial de agdo (Figura 9) (Woolf, 2011).

O O O O aferente primario
O nociceptivo

neurénio
espinhal

Figura 9 - Esquema de transmissio sinaptica. (Fonte: Abreviaturas e descri¢cao no texto, adaptado de Woolf
CJ. Central Sensitization: Implications for the diagnosis and treatment of pain. Pain. 2011;152 (3
Supplemental): 1-31).

Esta comunicagdo entre neurdnios finaliza com a desativacao dos receptores AMPA,
além da abertura dos canais de potdssio sensiveis a voltagens (VDKC), com consecutiva
hiperpolarizacdo da membrana (Figura 10) (Moffat, 2011; Moulin, 2007; Widmaier, 2013;
Woolf, 2011). A despolarizagdo transitoria da membrana faz com que os canais de Ca**
dependentes de voltagem (VDCC), se abram. Caso haja estimulos constantes, da mesma forma
que ocorre nos eventos de LTP e windup, em virtude do aumento do nimero de fons Na*e Ca*",
a membrana é propensa a ficar despolarizada. Deste modo, os ions magnésio (Mg"), ndo
bloqueiam mais os canais de Ca®" dos receptores NMDA, permitindo o influxo de Ca** (Moffat,

2011; Woolf, 2011; Moulin, 2007).
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Figura 10 - Esquema de transmissdo sinaptica com receptores desbloqueados. (Fonte: abreviaturas e
descricio no texto, adaptado de Woolf CJ. Central Sensitization: Implications for the diagnosis and
treatment of pain. Pain. 2011;152 (3 Supplemental):1-31).

Uma grande proporc¢ao dos terminais aferentes primarios liberam de forma simultanea
tanto o Glu quanto a substancia P (SP). Esta possui uma participagdo muito importante na
estimulagdo dos receptores NMDA (Moffat, 2011). A ativagdo dos receptores NMDA leva a
ativacao da fosfolipase C (PLC) e consecutiva sintese de diacilglicerol (DAG), como também
de trifosfato de inositol (IP3) (Woolf, 2010). Este propicia a elevagdo da quantidade dentro da
célula de Ca**, por meio da sua saida do reticulo endoplasmatico. Ademais, 0 DAG estimula a

PKC, e a fosforilagao dos receptores NMDA (Moulin, 2007).

2.1.2.3 Modulagoes de vias descendentes nociceptivas

A modulagdo descendente das vias nociceptivas compreende varias regioes do cérebro
e diversas vias que se expandem do cortex cerebral até a area caudal da medula espinal (Ren,
2015). Desta maneira ¢ designada como uma rede anatomica que possibilita a regulagem do
fendmeno da nocicepgdo, principalmente no corno dorsal da medula espinal em variadas
situacdes a fim de desencadear a antinocicepcdo, através da inibicdo ou a pronocicepgao,
mediante a indugao (Fields, 2005).

O sistema descendente que envolve a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) que
compreende a medula ventromedial rostral (RVM) e medula espinal é o mais importante no
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contexto da dor. Muitas aferéncias procedentes da periferia, bem como de varias areas do
cérebro, sobretudo o sistema limbico e o hipotdlamo dirigem-se para a PAG e em seguida para
RVM, controlando a passagem nociceptiva, por intermédio de vias descendentes, no corno
dorsal da medula espinal, deslocando-se através do funiculo dorso lateral (DLF) da medula
espinal (Figuras 11 ) (Millan, 2002; Fields, 2004; Ossipov et al., 2010). No corno dorsal da
medula espinal a regulacdo da informacdo de nocicepcdo ¢ dependente, sobretudo de vias
noradrenérgicas que procedem de projecdes do locus coeruleus, dopaminérgicas que procedem
da area do hipotdlamo All e serotoninérgicas que procedem do RVM. Danos as regides
supramencionadas ou bloqueio, a nivel espinal, dos neurotransmissores em questao,
compromete a analgesia proporcionada por esta via modulatoria (Millan, 2002).

No corno dorsal, o RVM, tem a habilidade de regular inibindo ou facilitando a
mensagem de nocicepcao, ou seja, ele pode desempenhar uma fungdo anti-nociceptiva ou pro-
nociceptiva a depender do somatdrio de eferéncias.

No corno dorsal da medula espinal, as vias modulatorias descendentes da dor, regulam
a liberacdo de neurotransmissores, dos terminais nociceptivos das fibras aferentes primarias
(Millan, 1997). Podendo ocorrer de forma direta, mediante seus eferentes catecolaminérgicos e
serotoninérgicos, e de forma indireta por meio de interneurdnios excitatorios, como também da
estimulagdo dos interneuronios inibitérios, contendo neurotransmissores como glicina e o acido
gama-aminobutirico (GABA). Ademais, interneurdnios opioidérgicos também sao estimulados
pelas vias modulatorias descendentes, inibindo as fibras aferentes primarias e os interneuronios

excitatorios (Millan, 2002).
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Figura 11 - Representaciio esquematica dos circuitos de modulacio da dor. As entradas nociceptivas (em
vermelho) entram no corno dorsal da medula espinhal (circulo pontilhado em roxo) e ascendem
anterolateral através do trato espinotalamico. Tais projecdes chegam ao tailamo, enquanto as colaterais
visam o DRt (subnucleo reticular dorsal), o RVM (medula ventromedial rostral) e a PAG (substincia
cinzenta periaquedutal) - projecdes descendentes a partir do DRt siio essenciais a analgesia do DNIC. O
talamo por sua vez projeta para regides corticais e para a amidala. A modulaciio descendente (em verde) se
da através de projecoes a PAG que projeta ao RVM de onde partem as projecdes para a medula espinhal
(através do funiculo dorsolateral representado em azul) Além disso, 0 locus coeruleus (LC) recebe

.....

(Fonte: adaptado de Ossipov et al., 2010).

A PAG possui um destaque na conjuntura de regulacdo descendente da dor. A mesma
estd situada no mesencéfalo, sendo relatada como uma area habilitada para inibir a dor. Sabe-
se que suas projegdes descendentes diminuem, no corno dorsal da medula espinal, o disparo de
aferéncias nociceptivas (Jones e Gebhart, 1988; Costigan, 2009).

Diversas areas cerebrais emitem aferéncias para a PAG, como o loco ceruleo, talamo,
cortex pré-frontal e insular, nicleo cuneiforme, hipotdlamo — hipotdlamo lateral e nucleos
tuberomamilares do hipotdlamo (TMN), dentre outras. Na PAG existem neurdnios que possuem
GABA, encefalinas, SP, e alguns deles se prolongam-se para 0 RVM (Sandkubhler, 1996; Fields,

2004). A interrelacdo entre PAG e RVM ¢ bastante relevante na modulagdo da sensagdo
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dolorora, visto que danos no RVM compromete a analgesia promovida pela PAG (Figura 12)

(Millan, 2002; Tracey e Mantyh, 2007).
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Hipotalamo
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Nociceptor Ad e C

Medula
espinhal

Figura 12 - Sistema descendente modulatério da nocicep¢ao. O cortex cingulado anterior (ACC), insula e
amigdala ativam projecées descendentes diretamente ou via hipotilamo para a substincia cinzenta
periaquedutal (PAG). A PAG controla os neurdnios nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal
através de conexdes na medula ventromedial rostral (RVM) e na regiio dorso-lateral da ponte (DLPT). O
RVM contém neurdnios serotoninérgicos e nao-serotoninérgicos, os quais se projetam diretamente para o
corno dorsal; o DLPT projeta neurdnios noradrenérgicos para o corno dorsal diretamente ou via RVM.
(Fonte: adaptado de Tracey e Mantyh, 2007).

No RVM existem nucleos que participam do fendmeno de abolimento da dor, ressaltam-
se neurdnios de formacao reticular que recebem projecdes do loco céruleo, PAG e hipotalamo
posterior, abonados de neurdnios noradrenérgicos, bem como nticleo magno da rafe, abastado
de neurdnio serotoninérgicos. Através da proje¢ao dos neurdnios do RVM em dire¢ao a medula
espinal ocorre a inibi¢cdo da transmissdo nociceptiva (Fields, 2004).

Sabe-se que os mecanismos descendentes facilitatorios exercem efeitos excitatorios no
terminal da fibra aferente primaria e também nos neurdnios do corno dorsal, no que se refere as

suas atividades proprias, logo as vias descendentes modulatdrias da dor ndo executam apenas
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efeito inibitdrio no corno dorsal. A partir de um mesma estrutura supraespinal podem derivar
vias descendentes inibitorias e facilitatorias (Bee e Dickenson, 2007).

Na transmissdo sinaptica da medula espinal estdo envolvidos interneurdnios inibitdrios
locais e proje¢des que descem do tronco encefalico para o corno dorsal. Ressalta-se que os mais
relevantes neurotransmissores da dor no corno dorsal da medula espinal sdo a 5-HT, os
peptideos opioides, 0 GABA, a norepinefrina e a glicina (Figura 13) (Golan, 2014).

A norepinefrina ¢ liberada por projecdes que descem do tronco encefalico em diregdo a
medula espinal. O principal receptor de norepinefrina na medula espinal ¢ o receptor a2-
adrenérgico que ¢ acoplado a proteina G inibitoria (PGi), inibe a adenil ciclase, que
sequencialmente leva ao fechamento dos canais de calcio e a abertura dos de potéssio,
hiperpolarizando a célula. Existem receptores a2-adrenérgico tanto na membrana pré-sinaptica
quanto na pos-sinaptica, devido a isso, a liberagao de norepinefrina na medula espinal pode
diminuir a exocitose das vesiculas pré-sindpticas, assim como reduzir a excitagdo pos-sinaptica.
Outros compostos também executam fungdes, na medula espinal, de regulacdo da dor.
Atualmente, os receptores canabinoides e os canabinoides endogenos tornaram-se alvo de
estudo sobre a modulagdo da sensacdo dolorosa. Existem dois tipos de receptores canabinoides,
ambos acoplados a proteina G: o CBI expresso em cérebro, medula espinal, neur6nios
sensoriais € predominantemente também estao expressos na periferia; e o CB2, expresso, em
grande parte, em tecidos nao neurais, particularmente nas células imunes, incluindo a microglia
e predominantemente estdo expressos também no SNC (Costigan, 2009; Golan, 2014).

Foram identificados varios canabinoides enddgenos, incluindo membros das familias da
anandamida e do 2-araquidonoilglicerol (2-AG). Os canabinoides enddégenos podem modular a
dor por meio de receptores canabinoides situados na periferia ou na medula espinal, que afetam
a transmissdao nociceptiva, ou por receptores na PAG, que afetam as projecdes inibitorias
descendentes (Golan, 2014).

Os opioides com seus receptores € a 5S-HT com seus receptores também participam da

modula¢do descendente da dor, contudo os mesmos ja foram comentados separadamente.
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quanto pds-sinaptico, inibindo a neurotransmissio. A inibicio pré-sinaptica é mediada pela atividade
reduzida dos canais de calcio sensiveis a voltagem, enquanto a inibicdo pés-sinaptica é mediada
principalmente pelo aumento do influxo de cloreto e efluxo de potassio. (Fonte: Golan, 2014).

2.2 Processo inflamatorio

A etimologia da palavra inflamacao vem do latim inflammatio, atear fogo (Ubiali, 2005).
A inflamagdo ¢ um fendmeno dindmico, que constitui-se especialmente na responsividade dos
vasos sanguineos e leucdcitos, tendo como propdsito a extingdo do agente agressor ou de células

necroticas (Kumar, 2010). Assim, dizendo a inflamagao ¢ uma rea¢do que acontece nos tecidos
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que habilita proteinas circulantes e células do sistema de defesa do individuo a chegarem as

regides de lesdo tecidual e infec¢des (Figura 14) (Abbas; Lichtman; Pillai, 2016).
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Figura 14 - Mediadores da inflamacio. (Fonte: Abbas, 2016).

Os cinco sinais cardinais fazem parte do processo inflamatodrio e estao demonstrados na
Figura 15, onde observa-se apenas os primeiros 4 sinais, destacando as causas iniciais que
desencadearam as respostas. Desta maneira a resposta inflamatoria nao ¢ uma doenga, € sim um
mecanismo de defesa do organismo, tendo como proposta beneficiar o individuo (Rang et
al.,2011). Todavia caso ndo seja dominada ou manejada de forma adequada pode se tornar razao
de doengas e injurias, logo as terapias farmacolodgicas no primeiro momento, dedicam-se a
preservar a fun¢do e a aliviar os sintomas e em um segundo momento, retardar ou impedir a

lesdo do tecido (Katzung et al.,2014).
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Lesdo de um tecido por agentes fisicos, quimicos ou microrganismos patogénicos
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Figura 15 - Respostas desencadeadas pelo processo inflamatoério. (Fonte: Felipini, 2013).

A infamagao ¢ subdividida, baseada nos aspectos de duragcdo e de particularidades
histopatoldgicas, em aguda e cronica. A inflamacao aguda compreende-se como uma resposta
célere do sistema do hospedeiro a fim de conduzir, ao tecido lesionado ou regido da infecgao,
proteinas do plasma, por exemplo, os anticorpos, e leucocitos. Enquanto que a inflamagao
cronica tipifica um periodo prolongado, chegando a semanas e meses, ressaltando-se a
coexisténcia em variadas combinagdes, de injiria no tecido e tentativas de reparo (Kumar,
2010).

Existem estimulos indutores essenciais na inflamagao, sendo comumente: os corpos
estranhos, as infec¢des, as reagdes imunes e necrose tecidual. No entanto existem outros
motivos poucos habituais. Apesar de haver variadas razdes do desenrolar dos acontecimentos e
as conformagdes morfoldgicas ndo se alteram, tais como: a vasodilata¢dao, a permeabilidade
vascular aumentada, a dor e o extravasamento leucocitario (Abbas, 2016).

Durante alguns segundos, a vasodilatacdo, ¢ umas das manifestagdes iniciais constatada,
no musculo liso vascular, tornando-se a razao essencial da elevag¢do do calor na regido e rubor,
sendo este fenomeno intermediado, consideravelmente, pelo 6xido nitrico (NO) e a histamina
(Kumar, 2010). A vasodilatagdo ¢ acompanhada de imediato, pelo aumento da permeabilidade
vascular, isso causa o escapamento do exsudato cheio de proteinas que se dirige adentro do

tecido extravascular, acarretando o edema.
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Existem trés mecanismos responsaveis pela formag¢do do edema na inflamagdo. O
primeiro ocorre devido ao fato das células endoteliais se contrairem, sendo esta contracao
provocada por bradicinina, histamina, substancia P, neuropeptideos, leucotrienos, dentre outros,
acarretando dessa maneira, um aumento dos espacos interendoteliais. Habitualmente tem
duracdo de 15 a 30 minutos, porém em queimaduras de sol, injlrias brandas, podem ter duracao
de horas, come¢ando mais tarde (Kumar, 2010). O segundo relaciona-se a necrose das células
do endotélio e o despreendimento das mesmas, por consequéncia da injaria endotelial, isso
acontece quando micobios ou traumas chegam nas células do endotélio, comecando
imediatamente a injuria, sendo preservado dessa maneira por horas, até que os vasos passem ao
estado de reparados ou a trombosados (Hammer, 2014). E o terceiro ¢ a transcitose, ou seja, o
transporte de proteinas e fluidos aumentam por meio das células do endotélio, estando este
mecanismo envolvido com os canais formados por vesiculas situados adjacentes as jungdes
intercelulares (Ren-Smith, 2015).

O edema formado comprime as terminagdes nervosas, sendo dessa maneira,
sobretudo, que a dor se inicia. Obviamente, em adi¢cdo a isso tém as ligagcdes diretas com a
injaria de origem. Essencialmente os mediadores bradicinina e prostaglandinas sdo habeis para
gerarem e amplificarem a sensagdo de dor (Hammer, 2014).

A migracao leucocitaria para os tecidos acontece mediante trés eventos (Figura 23). O
primeiro evento ocorre na luz do vaso, destacando-se a marginalizacao, rolamento e adesdo ao
tecido endotelial. No local da inflamacao o sangue circula mais lento, ocasionando mudancas
nos parametros hemodinamicos, os leucdcitos que em homeostase do sistema circulam no
sangue na parte central, nesta condicdo marginalizam, cisalhando a parede do vaso.
Primeiramente de forma individual, subsequentemente os leucécitos mediante fila deslocam-
se, de forma transitoria, aderindo ao tecido endotelial, ligam e desligam sucessivamente, e dessa
maneira eles dirijam-se rolando pela parede do vaso. Enfim, os leucécitos através de moléculas
de adesdo, aderem de forma firme. As citocinas tém sua produg¢do aumentada nos tecidos
lesionados, como uma resposta ao agente causador da injuria e também aumentam a expressao
de moléculas de adesdo, assim ¢ garantido o recrutamento para a regido lesada. O rolamento ¢
uma etapa que acontece através das selectinas. Estas podem ser expressas pelos diferentes
agentes tais como o endotélio, sendo chamadas de E-selectinas, pelas plaquetas no endotélio,
sendo chamadas de P-selectinas, e pelos leucodcitos, sendo chamadas de L-selectinas.
Especialmente os mastdcitos e macréfagos ao entrarem em contato com tecidos mortos ou
microbios produzem variadas citocinas, entre elas a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose

tumoral (TNF). Estas citocinas estimulam a exposicao de ligantes de integrinas nos leucécitos,
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no endotélio. A molécula-1 de adesdo intercelular (ICAM-1) e a molécula-1 de adesao vascular

(VCAM-1), situam-se no endotélio (Figura 16 — 1° etapa) (Kumar, 2010).
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Figura 16 - Processo com multiplas etapas da migracio de neutrofilos ao logo dos vasos sanguineos. Primeiro
os leucocitos rolam, entiio se tornam ativados e aderem ao endotélio, entdo transmigram pelo endotélio,
penetrando na membrana basal e migrando em direcio aos quimio atraentes liberados na fonte da injuria.
Diferentes moléculas tém papéis predominantes em diferentes fases desse processo — selectinas na rolagem;
quimiocinas (usualmente mostradas ligadas aos proteoglicanos) nos neutréfilos ativados para aumentar a
avidez das integrinas em firme adesio e CD31 (PECAM-1) na transmigracio. Os neutrdéfilos expressam
baixos niveis de L-selectinas; eles se ligam as células endoteliais predominantemente via P- e E-selectinas.
ICAM-1, molécula 1 de adesio intercelular; TNF, Fator de necrose tumoral. 1- Na luz: marginacao,
rolamento e adesio ao endotélio; 2 - Migraciio através do endotélio e parede do vaso; 3 - Migracio nos
tecidos em direcio aos estimulos quimiotaticos. (Fonte: adaptado de Kumar, 2010).

O segundo evento ¢ a diapedese, denominada também por transmigragdo, que ¢ a
migragao dos leucocitos mediante a parede dos vasos e o endotélio, acontecendo essencialmente
nas vénulas pos capilares, que sdo sitios preferénciais de migragao dos leucdcitos. Neste local,
por meio de espagos interendoteliais, as quimiocinas incitam a migracao para o foco da lesdo,
visto que as mesmas se concentram por intermédio de extravasamento, na regido em que o
agente causador da inflamacdo estd agindo. Variados mediadores quimicos participam deste
mecanismo, ressalta-se ainda neste contexto a imunoglobulina PECAM-1 (molécula de adesao
de plaqueta e célula endotelial) (Figura 16 — 2° etapa) (Kumar, 2010).

O terceiro evento ¢ a quimiotaxia em que os leucocitos saem da circulagdo e se
direcionam para a regido afetada, ou seja, ¢ a migragdo que parte dos tecidos diretamente para

a fonte dos estimulos quimiotaticos. Os quimiotaticos podem ser substincias tanto endogenas

quanto exogenas. As enddgenas sdo separadas por categorias e existe a categoria dos
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componentes do sistema do complemento (C5a), dos metanos neutréfilos ativados para
aumentar a avidez das integrinas em firme adesdo e CD31 (PECAM-1 bdlitos do acido
araquidonico, sobretudo o leucotrieno B4 (LTB4) e a das citocinas destacando a familia das
quimiocinas, por exemplo a intercleucina-8 (IL-8) (Figura 16 — 3° etapa) (Kumar, 2010).

Os leucocitos, especialmente os monocitos, entre 24 a 48 horas do inicio do processo, €
os neutrofilos entre 6 a 24 horas do inicio do processo, reconhecem o agente agressor ao
chegarem na regido inflamada, e emitem indicios que estimulam outros leucocitos a destruirem
e a ingerirem o agente causador do dano inflamatoério, tanto quanto indicios amplificadores da
reacdo (Ren-Smith, 2015).

A etapa derradeira para a morte e/ou degradagdo do agente agressor e a eliminacdo de
c¢lulas necrosadas, ocorre essencialmente por espécies reativas de oxigénio (EROs). Estas em
organelas especificas, produzem e liberam radicais livres de hidroxila (OH"), peréxido de
hidrogénio (H>O») e hipoclorito (OCI"). Ademais as espécies reativas de nitrogénio, liberam um
radical peroxinitrito (ONOQO") muito reativo, através de reagao do 6xido nitrico (NO). Destaca-
se também o envolvimento de outras proteinas, dentre elas as defensina, lactoferrina e elastase,
podendo agir sinergicamente (Hammer, 2014).

Em vista disso, ¢ incontestavel a relevancia do processo inflamatdrio e da sintese de
substancias defensivas pelos leucdcitos para o organismo, visto que proporcionam um sistema
de protecdo eficaz, porém as vezes o mesmo sistema usado na defesa acaba prejudicando o
individuo, injuriando células saudaveis. Sao exemplos desse fenomeno: infecgdes de dificil
resolucdo, onde acontece ataques a tecidos adjacentes, por dano colateral, assim como em
doencas virais e na tuberculose; doengas auto-imunes, em que ha um inapropriado
direcionamento contra tecidos do individuo; e doengas alérgicas, na qual reacdes exageradas
sao montadas pelo sistema para combater substancias ambientais que normalmente nao
causariam dano algum (Kumar, 2010).

O término da inflamagdo acontece devido ao fato dos mediadores quimicos serem
sintetizados em picos elevados possuindo meia-vida sucinta e em poucas horas fora do leito do
vaso, os leucocitos passarem pela apoptose (Katzung, 2017). Todavia, com o avangar do
fendmeno da inflamacgao, ocorre disparo de muitos sinais indicativos de parada, sendo exemplos
desses a liberagdo de citocinas anti-inflamatdrias, como a interleucina-10 (IL-10) e a alteracao
do metabdlito do acido araquiddnico sintetizado (lipoxina) (Kumar, 2010).

Bioquimicamente, os mediadores da inflamacdo podem ser separados em variadas
classes. Dentres estas estdo os mediadores lipidicos, como o fator de ativagao plaquetéria (PAF)

e eicosandides; as enzimas proteoliticas, como catepsina, metaloproteinases e elastina; aminas
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vasoativas, como serotonina e histamina; fragmentos do sistema complemento nomeados

também por anafilatoxina, como C4a, C5a e C3a; citocinas, como IL-1, IL-6 e TNF-a; peptideos

vasoativos, como trombina, bradicinina e substancia P; e quimiocinas, como IL-8 dentre outras.

Cada tipo de mediador possui uma ou mais fontes e atribuigdes especificas essencias (Tabela

4) (Kumar, 2010).

Tabela 4 - As acdes dos principais mediadores do processo inflamatério. (Fonte: adaptado

de Kumar, 2010).
Mediador Principais Fontes Acgdes

Histamina Mastdcitos, basofilos e plaquetas Vasodilatagio, permeabilidade
vascular aumentada, ativagao
endotelial

Serotonina Plaquetas Vasodilatagdo, permeabilidade
vascular aumentada

Prostaglandinas Mastacitos, leucocitos Vasodilatagdo, dor, febre

Leucotrienos Mastacitos, leucocitos Permeabilidade vascular aumentada,

quimiotaxia, adesdo ¢ ativagdo de
leucacitos

Fator ativador de plaquetas

Mastacitos, leucocitos

Vasodilatagio, permeabilidade
vascular aumentada, adesdo de
leucdcitos, quimiotaxia,

desgranulacido, aumento de EROs

Espécies reativas de oxigénio

Leucocitos

Destruigdo de  microrganismos,

Injuria tecidual

Oxido Nitrico Endotélio, macrofagos Relaxamento do musculo liso
vascular, destrui¢do de
microrganismos

Citocinas Macrofagos, Ativagao endotelial local (expressdo

células endoteliais, de moléculas de adesdo), febre, dor,
mastdcitos anorexia, hipotensao, resisténcia
vascular diminuida (choque)

Quimiocinas Leucdcitos, macrofagos ativados Quimiotaxia, ativagdo de leucocitos
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Produtos do complemento (C5a,C3a, Plasma (produzidos no figado) Quimiotaxia e  ativagao de
C4a) leucocitos,vasodilatacao (ativacdo

de mastocitos)

Plasma (produzidas no figado) Permeabilidade vascular aumentada,
Cininas contra¢do de musculo liso,
vasodilatagdo, dor

Proteases ativadas durante a Plasma (produzidas no figado) Ativagdo endotelial, recrutamento

coagulacdo de leucocitos

2.2.1 Citocinas

As citocinas sdo glicoproteinas ou polipeptideos extracelulares soliveis em 4agua,
podendo ser sintetizadas, na regido da injuria, por variados tipos de células, assim como as
imunes. As mesmas possuem um papel essencial no fendmeno doloroso. Determinadas
citocinas demonstram efeito anti-inflamatério por exemplo: IL-10, IL-13 e IL- 4 e, outras efeito
pro-inflamatorio tais quais IL-7, IL-1, IL-6 e IL-2. Acontece uma associacdo do sistema imune
e a dor, de maneira que o impedimento do processo nociceptivo desencadeia uma diminuigao
da sintese de citocinas pro-inflamatorias, e como resultado a sensacdo dolorosa ¢ menor.
Ressalta-se ainda existir a possibilidade das citocinas pro-inflamatorias que intervém no
fenomeno doloroso, procederem além de células neurais e do sistema imune, das células da
glia, e por isso terem a capacidade de serem responsivas em um tempo pequeno ou grande,
tendo a habilidade de aumentar o fendmeno doloroso, provocar hiperexcitabilidade cronica e
mudancas nos feno6tipos dos nociceptores (Oliveira et al., 2011).

As citocinas constitituem um grupo importante de moleculas. Dentre elas existe uma
subcategoria, as quimiocinas, consideradas singulares. As citocinas sdo sintetizadas,
basicamente pelos linfocitos e macréfagos, sendo habilitadas para regular o processo de
infiltracdo de variadas células. As citocinas mais consideraveis sao IL-14, IL-6 ¢ TNF-a, tendo
como atribuigdes fundamentais a estimulagao dos leucocitos e células do endotélio, e também
incitam atuagdes do sistema de fase aguda. No endotélio vascular acontece uma elevagdo na
exposicdo e producdo de integrinas e selectinas, elevando a incorporacdo, as células do
endotélio, dos leucocitos circulantes, como também a producdo de NO, fatores de crescimento,
outras citocinas e eucosanoides. Salienta-se o envolvimento destas citocinas na perda de apetite
e febre, em respostas de fase aguda. Em contrapartida, as quimiocinas tém a peculiaridade de
direcionar os leucécitos e modular a migracao dos mesmos da circulag@o sanguinea aos tecidos,
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exercendo dessa maneira sua atribui¢do quimiotatica. As quimiocinas sdo uma familia proteica
que age através do mecanismo de quimiotaxia em relagdo a variadas espécieis de linfocitos.
Sendo subcategorizadas em quatro associagdes, designadas segundo a disposicao dos residuos
de cisteina, podendo ser: C-X-C, C-C, CX3C e C. Esta famila opera mediante ligacdo a
receptores metabotropicos. A IL-8 apesar de configurar uma das mais importantes quimiocinas,
atuando na estimulagdo e quimiotaxia dos neutrdfilos, esta restrita a eosindfilos e mondcitos.
Tendo os produtos de micrdbios e citocinas, por exemplo TNF-a e IL-1, dentre outras, como
seus estimuladores mais marcantes. Portanto, as quimiocinas possuem duas atribui¢des
essenciais, o arrolamento dos leucdcitos no processo inflamatério e no arranjo natural

anatomico celular nos tecidos linfoides e demais tecidos (Robbins, 2010).

2.2.2 Histamina

A histamina ¢ um composto organico nitrogenado basico, formada sobretudo, através
de descarboxilacao, por isso ¢ denominada por amina biogénica. Sua producao depende do
aminoacido essencial histidina. Na membrana da célula existe um transportador chamado de L-
aminoacido que transporta a histidina do meio extracelular para o intracelular. Ao estar dentro
da célula a histidina sofre a¢do da enzima L-histidina descarboxilase (HDC), passando assim
pelo processo de descarboxilacdo. A enzima em questdo ¢ encontrada em diversas células, tais
como basofilos, mastdcitos, neurdnios do SNC, células géstricas parietais, entre outras (Hass,
2007; Stein et al., 2009). O transportador vesicular de monoamina 2 (VMAT-2), depois da
histamina ter sido produzida, capta e desloca a mesma para o interior de vesiculas, e neste local
ela fica armazenada (Merickel, 1995). Somente os baséfilos e mastocitos conseguem estocar a
histamina, enquanto que células linfoides e mieloides ndo estocam histamina, embora tenham
o HDC, sendo dessa forma héabeis de produzirem histamina. Este fendmeno ¢ denominado por
neo sintese histaminérgica (Haas, 2007). As enzimas histamina metiltransferase (HMT) e
diamina oxidase (DAQO) agem sobre a histamina que se encontra fora da célula, metilando-a
dando origem a N-metilhistamina. Todavia, algumas células possuem capacidade de secreta-la
assim como as células enterocromafins, linfocitos, plaquetas, neurdnios histaminérgicos e
células dendriticas. A histamina participa de variadas fungdes fisiologicas em varios sistemas e
orgdos (Shahid et al., 2010).

As agdes bioldgicas promovidas pela histamina s3o intermediadas através da sua
interagdo com quatro tipos de receptores: Hi, H2, H3 e Hs (Ghamari ef al., 2019). Estes fazem

parte da familia de receptores acoplados a proteina G, em que os receptores H; sdo acoplados a
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Gq, os receptores Hz, a Gs e os receptores Hz e H4, 8 Gi/Go. Os receptores Hi, Hz e H3 agem na
maioria das areas cerebrais, enquanto que o receptor Hs estd envolvido na mediagcdo da mudanga
de formato de eosindfilos e quimiotaxia de mastdcitos (Rang e Dale, 2016).

O receptor Hi ¢ expresso em varias células tais como as do aparelho respiratdrio,
epiteliais nervosas, eosindfilos, musculo liso, linfocitos B e endoteliais, por isso ele tem a
expressao designada por ubiquitdria. Sua estimulagdo ativa as vias de sinalizacdo do
fosfatidilinositol, estimula a fosfolipase C e eleva o nivel, intracelular, de Ca™?, mediante sintese
de diacilglicerol (DAG) e IP3. Observa-se assim incita¢ao do fator de transcricdo nuclear kappa
B (NFKB), que ¢ um fator que modula a manifestagdao de citocinas participantes do processo
inflamatodrio, além de sintese de mediadores inflamatérios que desencadeiam uma ampliagao
da permeabilidade vascular e broncoconstricdo (Azzolina et al., 2003). Em vista disso a
estimulagdo do Hi tem um relevante envolvimento nas alergias (Criado et al., 2010).

O receptor H> ¢ encontrado em varios tipos celulares diferentes assim como em
linfocitos T, linfécitos B, coragdo, encéfalo, células dendriticas, parietais gastricas, dentre
outras. Sua estimulacdo promove aumento da secrecdo de &cido gastrico, aumento da
permeabilidade vascular, aumento da produgdo da secre¢ao de mucosa respiratoria, entre outros
efeitos (Thangam, 2018). A ativacdo do H» inibe a sintese de citocinas inflamatorias tais como
a IL-12, interferon-gama (IFN-y) e IL-2 (Mazzoni, 2001), além de desencadear, principalmente,
uma elevacao de secrecdo de citocina anti-inflamatoria IL-10 por células T e dendriticas (Borro,
2021). Mediante a interagdo da histamina com H, destaca-se sua possivel atuagdo
contrarregulatoria, visto que propicia a elevacao da sintese de IL-10 colaborando para o
abolimento da resposta de inflamacao desordenada (Akdis, 2006).

O receptor H3 € expresso, sobretudo, no SNC sendo encontrado em maior quantidade
no hipocampo, hipotdlamo, ganglios basais e cortex cerebral (Meiler, 2008; Gemkow, 2009).
Sua ativagdo inibe a condutancia de Ca*?, reduzindo a despolariza¢io do neurdnio e soltura da
histamina (Oda, 2000).

O receptor Ha possui elevada exibicdo em basoéfilos, neutréfilos, célulashematopoiéticas
periféricas, mastocitos, na medula Ossea, dentre outras, e apresenta baixa exibicdo nos
hepatocitos, coracdo, tecidos periféricos, baco, etc. Ademais este tipo de receptor incita a
quimiotaxia dos mastdcitos e eosinofilos (Rang e Dale, 2016), estando envolvido em processos
de resposta imunoldgica, possuindo agdo nociceptiva periférica, de pronocicep¢ao (Farzin,
2002; Eschi et al., 2005; Criado et al., 2010; Mocking et al., 2016). A expressdo do receptor Hs
¢ incitada por vérias citocinas, tais quais IL-6, IL-13, IL-10, TNF-a e IFN-y.
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2.2.3 Serotonina

A serotonina (5-Hidrotriptamina ou 5-HT) ¢ denominada monoamina
neurotransmissora sintetizada e localizada majoritariamente no intestino, € nos neurdnios do
SNC. Possui variadas atribui¢des, contudo uma das mais relevantes para o contexto do presente
trabalho trata-se da sua habilidade em diminuir a intensidade dos sinais dolorosos
encaminhados para o encéfalo (Widgerow, 2012). Mediante a neutralizacao das acdes da
substancia P ¢ que a 5-HT evita que a dor seja percebida no encéfalo (Millan, 2002). A
serotonina € a histamina sdo denominadas por aminas vasoativas, sendo mediadores da
inflamagao contidas dentro dos granulos do citoplasma. A serotonina encontra-se localizada,
substancialmente em plaquetas e a histamina em mastocitos. Estes mediadores sofrem
modulacdes de varios agentes, além disso propiciam a agregacao de plaquetas, apos contato
com adenonisa difosfato, colageno, trombina, PAF — em virtude de desencadear nas plaquetas
a liberagdo de serotonina. A serotonina suscita a ampliacdo da permeabilidade vascular e
vasodilatagao que depende de NO. A histamina age sobre os receptores histaminérgicos H;i
desencadeando aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagdo. Ademais, incita o

encotélio a liberar NO e viabiliza a producao de postaciclinas (Kumar, 2010; Jutel et al., 2009).

2.2.4 Bradicinina

A bradicinina promove vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, sendo um
agente relevante na dor, ja que a mesma compde um dos cincos sinais cardinais da inflamagao
(Kumar, 2011). Sendo sintetizada mediante quininogénios de alto peso molecular como
integrante da cascata de coagulacdo. Possuindo dois tipos de receptores Bi e Bo, estes foram
descritos por intermédio de pesquisas in-vitro e in-vivo, onde se utilizaram antagonistas e
agonistas proprios para cada tipo de receptor supracitado (Moalem, 2006). A bradicinina
encontra-se como fundamento da elaboracao da hipersensibilidade a dor, porque possibilita que
as terminacdes periféricas sejam, sensibilizadas e na medula espinal, intensifica a transmissao
sinaptica do glutamato. Tanto os fatores que estimulam a quimiotaxia de monocitos e
neutroéfilos quanto a indugdo dos macréfagos na liberacdo de IL-1 e TNF, decorrem da agao da
bradicinina. Além disto ela estimula os mastocitos a liberarem histamina, contudo o mecanismo
ndo envolve os receptores B e Bz, e sim uma liga¢do inespecifica na superficie da célula.
Todavia os receptores B1 e B2 possuem peptideos antagonistas capazes de se ligarem em regides

inespecificas na superficie da célula, e assim promover a desgranulagdo (Moalem e Tracey,
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20006).

2.2.5 Mediadores inflamatorios lipidicos

O metabolismo do acido araquidonico (AA) produz mediadores lipidicos, os
eicosanodides. O AA ¢ um acido graxo esterificado situado na posi¢ao 2 do glicerol, constituinte
das membranas plasmaticas, sendo liberado pela atuacdo da enzima fosfolipase A2 (PLA»)
(Figura 17). Estas sdo ativadas, dentre outros componentes do sistema bioldgico, pelo C5a.
Logo em seguida a liberagcdo do AA, o mesmo sofre a acao de duas vias de enzimas diferentes
a das cicloxigenases e lipoxigenases. A via enzimatica das cicloxigenases induz a produgdo dos
prostandides, como PGlo, PGE;, TXA4, PGF2, € PGD». J4 a via enzimatica das lipoxigenases
esta incumbida da sintese dos leucotrienos como, LTDs, LTC4, LTAse LTB4 e também pelas
lipoxinas (Figura 17) (Kumar, 2010). Duas isoformas enzimaticas sdo habeis para sintetizar os
prostandides, uma ¢ expressa constitutivamente, a COX-1 e a outra ¢ intensamente incitada em
consequéncia a estimulos da inflamagao, contudo também ¢ expressa de forma constitutiva em
algumas areas no encéfalo, da mesma forma no endotélio vascular e no aparelho
justaglomerular dos rins (Robbins, 2010). A magnitude da relevancia dos mediadores da
inflamagao no processo inflamatorio permeia o fato dos mesmos serem moduladores de cada
fase deste fendmeno fisioldgico, ressaltando as prostaglandinas, PGI» (prostaciclina), PGD; e
PGE>, que promovem vasodilatagao (Fitzgerald, 2011). Ademais, a PGE; relaciona-se de forma
intima com a dor, mediante sua atuag¢ao sobre os nervos aferentes sensitivos, na medula espinal
e encéfalo. O tromboxano A2 (TXA»), ¢ produzido na area das plaquetas, induz intensa
vasoconstriccdo € promove excessiva agregacao de plaquetas, além disso ¢ um potente
quimiotatico em relagdo aos neutrofilos, proporcionando tanto a estimulacdo quanto a
incorporagdo deles ao tecido endotelial (Francischetti, 2010). O LTC4 e os produtos dos seu
metabolismo, LTE4 e LTDs4, essencialmente sao produzidos nos mastocitos, desencadeando

elevacao da permeabilidade vascular, vasoconstric¢do e broncoespasmo (Harizi, 2008).
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Figura 17 - Cascata do acido araquidonico. (Fonte: adaptado de Kumar, 2010).

2.3 Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) ¢ um radical livre produzido de forma endégena no endotélio
vascular, antigamente era nomeado por fator relaxante do endotélio (EDRF). Desse modo, ele
¢ considerado uma molécula mensageira tendo muitos focos moleculares. O NO ¢ produzido
em variados tecidos por meio da transformagdo da L-arginina em L-citrulina mediante atuacao
da enzima oOxido nitrico sintase (NOS) (Martinez, 1997). A literatura descreve formas
constitutivas da 6xido nitrico sintase (NOS 1) e formas induzidas da 6xido nitrico sintase (NOS
2). As formas constitutivas da enzima o6xido nitrico sintase (NOS 1) encarregadas de
sintetizarem o NO sdo as isoformas, eNOS (endotelial) e nNOS (neuronal), sendo importantes
para a neurotransmissdo, integridade vascular, manutencdo do tecido, dentre outro (Baylis,
1998). Entretanto a forma induzivel (NOS 2) demonstra exposi¢do elevada em processos
inflamatoérios (Grisham, 1992). Portanto o NO possui variadas atribuigdes tais como, mediador
inflamatoério, neurotransmissor, regulador de transci¢ao e traducdo de genes, controle do tonus
vascular, dentre outras (Forstermann e Sessa, 2012).

O NO detém relevantes atribui¢des no papel de mensageiro intracelular, possuindo alta
difusibilidade, por isso ndo precisa de receptores transmembranas (Flora e Zilberstein, 2000).
Uma heme proteina heterodimérica do citosol, designada por guanilato ciclase soluvel (GCs),
¢ estimulada pelo NO. A partir dai ocorre a transformagao de guanosina trifosfato (GTP) para

monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) (Montfort ef al., 2017). Sua funcdo na sistemdtica
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da nocicepgao ¢ complexa, pois 0 mesmo participa da analgesia periférica e central, assim como
da sensagdo dolorosa (Cury et al., 2011). O NO ¢ detectado na area supraespinal e espinal, no
SNC (Schmidtko, 2015; Buhler et al., 2018).

O favorecimento do NO na ampliacdo da nocicepcao ¢ um fendmeno que depende da
estimulagdo dos receptores NMDA (Choi et al., 2019). A chegada do potencial de acdo nas
fibras C nociceptivas, no terminal pré- sindptico, incita a liberacdo de mediadores excitatorios
tais quais CGRP, neurocininas, glutamato ¢ SP (Miclescu e Gordh, 2009). A ligacao do
glutamato no receptor, incita a liberagdo de Ca™ intracelular, promovendo uma cascata de
fenomenos, englobando a estimulacao da NOS e, com isso a elevagao da producao de NO, no
terminal pds sinaptico. O NO produzido no terminal pos sindptico consegue mover-se em
dire¢do ao ambiente fora da célula, no qual agira de maneira retrograda, como neurotransmissor,
incitando a liberacao, no terminal pré-sinaptico, de neurotranmissores excitatorios (Figura 18)
(Cury et al.,2011).

Na nocicepgao o o0xido nitrico ¢ um relevante mediador. Todavia, através de indicios
provenientes de experimentos e da clinica notou-se que o NO também promove analgesia.
Consequentemente, o NO cumpre um efeito dual sobre a transmissdo e o manejo da dor (Cury
etal.,2011).

Diversos achados literarios evidenciam que o NO produz analgesia e que permeia a
acdo antinociceptiva central e periférica de sustancias analgésicas, exemplo opioides
(Javanmardi et al., 2005; Hervera et al., 2009; Napimoga et al., 2009), compostos naturais
(Gujinski et al., 2009; Gutierrez et al., 2012) e anti-inflamatorios ndo esteroidais (Lozano-
Cuenca et al., 2005).

O oxido nitrico foi alvo de iniimeras pesquisas do comego da década de 90, onde
evidenciaram que ele participa da acao analgésica de farmacos no contexto da antinocicepgao
periférica e promove analgesia. As conclusdes das observagdes destacaram que agao analgésica
periférica da acetilcolina ¢ mediada pelo NO, além do NO promover, por si proprio, a acao
analgésica. Ademais, o conjunto das informagdes indicam que o efeito analgésico do NO ¢
inerente a uma via, intracelular, de sinalizagdo, e que envolve a produ¢do de monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc) (Duarte ef al., 1990).

Os aparatos moleculares que participam do efeito analgésico do NO concernem em uma
correlagdo entre a abertura de canais de K* sensiveis a ATP e a via NO-GMPc. Sendo esta
proposta fundamentada em conhecimentos de pesquisas que mostram que a agdo
antinociceptiva de 3’5 monofosfato de dibutirilguanosina - ciclica — DbcGMP, um anéalogo

permeédvel de GMPc, e de doadores de NO, ¢ intermediada por meio da abertura de canais de
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K", proprios, que sdo sugestionaveis a ATP (Soares et al., 2000; Soares et al., 2001). Logo, a
unido do NO com a guanilato cilclase soluvel, incita a transformacao de GTP em GMPc. Este
¢ capaz de ativar os canais de K+, que sdo sensiveis a ATP de forma indireta ou direta, mediante
a via proteina quinase G (PKG) (Figura 19) (Curry et al., 2011).
Em neur6nios nociceptivos, andlises eletro fisioldgias, evidenciam a acdo estimuladora
da morfina sobre os mesmos, provocando aumento a abertura dos canais de K sensitivos a
ATP, acompanhado de hiperpolarizacdo neuronal. Estes dados apontam que compostos
habilitados para estimular a via NO-GMPc e o NO, promovem antinocicep¢ao através da
abertura de canais de K sensiveis a ATP, consequentemente ocorre aumento de K,
reconstituindo o limiar do nociceptor que ¢ alto (Cunha et al., 2010).
Portanto, a via NO-GMPc intermeia a acdo analgésica de muitos anti-
inflamatorios, opioides e dipirona. As maneiras especificas pelas quais ativam a sintese de NO,

por enquanto ndo sao elucidadas plenamente de forma satisfatoria (Cury et al., 2011).

NO -

+ Glutamato

Figura 18 - Via do dxido nitrico na nocicep¢io. A ativacido do receptor NMDA pelo glutamato permite o
influxo de célcio (Ca”"), ativando a enzima 6xido nitrico sintase neuronal (NOS 3) e, consequentemente,
aumentando as concentracgées de NO. O NO sintetizado se difunde para o neurdnio pré-sinaptico e células
da glia. No neurdnio pré-sinaptico, estimulara maior liberacio de neurocinina A (NKA), substancia P (SP),
peptideo relacionado ao gene da calcitoninda (CGRP) e glutamato. Na célula da glia, 0o NO induz a ativacio
da éxido nitrico sintase indutivel (NOS 2).

Fonte: OLIVEIRA, F. Avaliacido das vias colinérgica e nitrérgica no efeito antinociceptivo da corrente
interferencial em modelo animal de dor inflamatéria. Dissertacdo (Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias
Fisiologicas), Universidade Federal de Sergipe. Sergipe, p.72. 2019.
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Figura 19 - Via do dxido nitrico na antinocicepciio. A ativaciio da 6xido nitrico sintase (NOS) da inicio a
sintese do oxido nitrico (NO), que acopla-se a guanilato ciclase soliivel (GCs), seu receptor intracelular.
Consequentemente havera aumento nas concentracdes de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc),
ativando a proteina quinase G (PKG). A PKG ira fosforilar os canais de potassio dependentes de adenosina
trifosfato (K+ATP), promovendo a abertura do canal e consequente hiperpolarizaciao da célula.

Fonte: OLIVEIRA, F. Avaliacdo das vias colinérgica e nitrérgica no efeito antinociceptivo da corrente
interferencial em modelo animal de dor inflamatéria. Dissertacdo (Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Fisiologicas), Universidade Federal de Sergipe. Sergipe, p.72. 2019.

2.4 Sistema colinérgico

Primeiramente o sistema colinérgico foi descoberto no SN, drea em que intermedeia a
disseminagdo do impulso nervoso de sinapses neuro-musculares € neuronais, mediante a
atuacdo da acetilcolina (ACh), seu neurotransmissor caracteristico. Sabe-se que a mesma
participa de sinapses no SNC, SNP e jungdes neuromusculares (Tracey, 2007; Kawashima e
Fujii, 2003).

O sistema colinérgico atua sobre a nocicepcao de maneira direta e indireta. Diretamente
ele age através de vias descendentes colinérgicas inibitorias, como também mediante a
liberagao da ACh pelos neurdnios situados no corno dorsal da medula espinal. Indiretamente
ele opera por meio da estimulagdo de outras vias inibitorias descendentes. A regulagdo da
nocicepg¢ao relativa a ACh abrange uma compreensao dindmica de agdes, através dos varios
tipos de receptores (Millan, 2002).

No momento da propaga¢do do impulso nervoso, potenciais de acdo liberam a ACh para
a fenda sinaptica, possibilitando sua ligagao aos seus receptores particulares. Os mesmos podem
ser de dois tipos: muscarinicos e nicotinicos. Estes dois tipos de receptores estdo localizados no
SNC e SNP, tendo distintas posi¢des sindpticas, manifestando diversas atribui¢cdes na
transmissdo colinérgica (Pavlov e Tracey, 2005). Os receptores muscarinicos (mAChR) sao

receptores acoplados a proteinas G, significando que eles passam por um tempo de laténcia
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depois de terem sido estimulados, e atualmente conhece-se cinco classes: M1 a Ms (Figura 20)
(Golan, 2014; Pavlov e Tracey, 2005; Soreq e Seidman, 2001; Jonge e Ulloa, 2007; Gwilt,
2007).

O SNC possui um mecanismo de resposta a presenca de estimulos inflamatérios na
circulacdo sanguinea, a via colinérgica anti-inflamatéria, sendo intermediada pelo nervo vago
(Tracey, 2007). Este ¢ formado por fibras constituidas por elementos motores (eferentes) e
sensoriais (aferentes). Pesquisas evidenciam que a estimulagdao do nervo vago eferente reduz a
concentracdo sanguinea de citocinas pro-inflamatérias ¢ TNF-a, e dessa maneira coibi a
resposta inflamatoria (Pavlov e Tracey, 2005; Rosas, 2008). Salienta-se desse modo que o nervo
vago também possui a atribui¢ao de modulador da resposta inflamatoéria, além de seus atributos

de modulagdo gastrointestinal e batimento do coragdo (Pavlov e Tracey, 2005).
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Figura 20 - Vias de sintese, armazenamento, liberacio e degradacio da acetilcolina e agentes farmacolégicos
que atuam sobre essas vias. A colina é transportada até a termina¢io nervosa colinérgica pré-sinaptica por
um cotransportador de Na™ - colina de alta afinidade. Este é inibido pelo hemicolinio. A enzima citosélica
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colina acetiltransferase catalisa a formacao da acetilcolina (ACh) a partir da acetil coenzima A (AcCoA) e
colina. A ACh recém-sintetizada é acondicionada (juntamente com ATP e proteoglicanos) em vesiculas para
seu armazenamento. O transporte da ACh para o interior da vesicula é mediado por um antiportador de
H*- ACh, inibido pelo vesamicol. As vesiculas que contém ACh fundem-se com a membrana plasmatica
quando os niveis intracelulares de cdlcio aumentam em resposta a um potencial de acio pré-sinaptico,
liberando o neurotransmissor na fenda sinaptica. A sindrome miasténica de Lambert-Eaton (SMLE) resulta
da producio de um autoanticorpo que bloqueia o canal de Ca®* pré-sinaptico. A toxina botulinica impede a
exocitose das vesiculas pré-sinapticas, bloqueando, assim, a liberacio de ACh. A acetilcolina difunde-se na
fenda sinaptica e liga-se a receptores pds e pré-sinapticos. Os receptores de acetilcolina siao divididos em
nicotinicos ¢ muscarinicos. Os nicotinicos sdo canais iénicos regulados por ligantes, permeaveis a cations,
enquanto os muscarinicos sdo acoplados a proteina G e alteram as vias de sinalizacfio da célula, incluindo a
ativacdo da fosfolipase C (PLC), a inibicdo da adenilciclase (AC) e a abertura dos canais de K*. Os
receptores nicotinicos pds-sindpticos e os receptores muscarinicos Mi, M3 e Ms sdo excitatorios; os

.....

intensificam a entrada de Ca’>* no neurdnio pré-sinptico, aumentando, assim, a fusdo das vesiculas e a
liberagdo de ACh. Os receptores muscarinicos Mz e M4 pré-sindpticos inibem a entrada de Ca®* no neurénio
pré-sindptico, diminuindo, assim, a fusdo das vesiculas e a liberacio de ACh. A acetilcolina na fenda
sinaptica é degradada pela acetilcolinesterase (AChE) ligada 2 membrana em colina e acetato. Existem
numerosos inibidores da AChE; os anticolinesterasicos clinicamente relevantes sio, em sua maioria,
inibidores competitivos da enzima. (Fonte: Golan, 2014).

Os mediadores inflamatérios IL-1p3, TNFa, dentre outros, estimulam as fibras aferentes
do nervo vago, estas funcionam como um detector para a inflamagao (Pavlov e Tracey, 2005;
Gwilt, 2007). Esta informagao ¢ transportada ao SNC que ativa o nervo vago eferente a fim de
sintetizar ACh (Gwilt, 2007). A ACh promove a inibi¢ao da producao e liberagdo de citocinas
pro-inflamatorias por células sintetizadoras de citocinas e macrdéfagos. Sendo este fendmeno
intermediado pela estimulagdo do receptor nicotinico da acetilcolina a7 (nAChR a7) localizado
na membrana plasmatica das células pertencentes ao sistema imunologico (Tracey, 2009).
Estudos com ratos knockout para o gene codificante do receptor nAChR a7, demonstraram que
ele ¢ imprescindivel para a acdo anti-inflamatéria do nervo vago, visto que a estimulagao do
nervo vago nao foi suficiente para suprimir a concentragdo de TNFa (Pavlov e Tracey, 2005).
A vista disso, a via colinérgica anti-inflamatéria simboliza um fendmeno fisiolégico por meio
do qual o SN interage com o sistema imunoldgico inato no intuito de regular a resposta

inflamatoéria (Huston; Tracey, 2011).
2.5 Controle farmacoldgico da dor e inflamagao

Atualmente, analgesia de maior evidéncia na clinica, trata-se da analgesia multimodal.
Esta consiste na utilizagdo de diversos farmacos, recebendo esta denominac¢do por atuar em
distintas regides do sistema nervoso, assim como por agir de modos variados. Dentre os
medicamentos mais usados estdo os tradicionais e ndo tradicionais. Dentre os tradicionais
encontram-se os AINEs, opioides e anestésicos locais, enquanto dentre os ndo tradicionais estao

os agonistas a-2-adrenérgicos, antagonistas do receptor N-metil D-aspartato (NMDA) e
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anticonvulsivantes. No que se refere ao controle ndo farmacoldgico da dor, tém-se, dentre
outras, a terapia cognitivo-comportamental e a estimulacdo elétrica nervosa transcutdnea
(Manworren, 2015).

No controle inicial da dor aguda, € usado os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs),
incluindo os inibidores seletivos COX2. Geralmente, com a finalidade de se controlar de
maneira multimodal a dor, usa-se esta classe terapéutica associada a outros farmacos,
objetivando a reducdo dos efeitos adversos, assim como o aumento da analgesia. Visto que
quando um farmaco ¢ utilizado de forma isolada, apresenta uma maior chance de desenvolver
reagoes indesejadas, sobretudo em grandes doses, podendo prejudicar a relagdo beneficio/risco,
apresentando uma eficacia maior nas situagdes de dor leve a moderada (Figueiredo et al., 2015).

Os AINEs compdem uma classe farmacologica que partilham agdes terapéuticas como
analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatdrias. Agem inibindo a a¢do da enzima ciclooxigenase
(COX), sobre o acido araquidonico, diminuindo a sintese de PGs, que sao liberadas de células
que sofreram danos tecidual, possuindo uma fung¢do importante na sensibilizacdo dos
nociceptores, como também na permanéncia da inflamagdo (Beckman, 2013; Mathews et al.,
2014).

Contudo, provocam varios efeitos adversos, como também podem vir a desencadear
doenga renal cronica. Ademais, demonstram efeitos adversos menos comuns tais como
exantemas e reagdes cutaneas do tipo urticaria, no caso do paracetamol, piroxicam, acido
acetilsalicilico e ibuprofeno (Figueiredo et al., 2015; Hamrick et al., 2019).

Os agonistas opioides, como ja dito anteriormente, agem sobre os receptores
opioidérgicos no SNP e SNC, inibindo, na fibra aferente do corno dorsal da medula espinal, a
liberagao de neurotransmissores excitatorios, mediante a inibicdo da propagacdo entre os
neurdnios do estimulo nociceptivo. Agem na membrana pos sinaptica elevando a saida de K*,
desencadeando hiperpolarizacao, na medula espinal, dos neurénios de projecdo, como também
inibem as vias ascendentes nociceptivas (Mathews et al., 2014).

Virios aspectos devem nortear a escolha do opioide a ser utilizado, dentre eles estdo
duracdo e expectativa da dor, condicdo do paciente e tipo de procedimento envolvido.
Frequentemente, fentanil e morfina, agonistas p puros, sdo usados nos casos de dor moderada
a severa (Berry, 2015). Ao passo que os agonistas | parciais, possuem uma efetividade menor,
contudo ainda assim desempenham uma analgesia relevante, apresentando-se como boas
opgdes para o controle da dor moderada. Enquanto que no caso de procedimentos e pacientes
relacionados a dor suave a moderada, os agonistas-antagonistas, tal qual o butorfanol, sdo

indicados (Beckman, 2013). O agonista fraco de receptor opioide p, tramadol, tem um
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mecanismo de acdo misto, além de ser um inibidor da recaptacdo de norepinefrina e serotonina,
normalmente utilizado concomitantemente com AINEs ou opioides no controle da dor cronica
(Mathews et al., 2014). A morfina e fentanil possuem similaridades na eficacia, e ambos podem
promover efeitos adversos leves como ondas de calor, vomito, nduseas, reagdo alérgicas leves,
tontura, como também efeitos adversos mais severos como hipotensdo e hipoxia (Blancher et
al., 2019).

Os anestésicos locais, tais quais bupivacaina, lidocaina, dentre outros, sdo bloqueadores
classicos, reversiveis de canais de Na™, que agem atrapalhando a transmissdo do impulso
nociceptivo por meio da via aferente da dor. A utilizacdo de anestésicos locais em bloqueio
locorregionais produz a diminuigdo ou o abolimento da transmissdo das fibras aferentes,
desencadeando em uma diminui¢ao consideravel da necessidade de medicamentos para manter
a anestesia (Lamont, 2008; Beckman, 2013).

A pregabalina e gabapentina, fArmacos usados no manejo da epilepsia, pertencentes a
classe de anticonvulsivantes, demonstram caracteristicas analgésicas por causa dos seus
mecanismos de acdo. Os mesmos promovem diminui¢do da liberacdo de neurotransmissores
excitatorios dependente de Ca™, reduzindo dessa forma a excitagio dos neurdnios.
Determinadas pesquisas mostraram que farmacos analogos ao GABA, exemplificando a
gabapentina, agem sobre os canais de Ca™ dependentes de voltagem, assim como sobre
receptores NMDA e proteina quinase C (Finnerup, 2019).

A utilizagao destes farmacos ¢ bastante documentada e muito recomendada no manejo
de dores cronicas. No caso da pregabalina foi demonstrado, mediante ensaios, sua eficacia no
manejo da dor na fibromialgia e em relagdo a gabapentina, ¢ indicada no manejo da dor
neuropatica. Ademais a carbamazepina e a oxcarbazepina sao padrdo ouro na farmacoterapia
da neuralgia do trig€meo (Finnerup, 2021).

Os agonistas a-2-adrenérgicos agem nas vias ascendentes da dor, promovendo a
inibicao da SP. Esta ¢ um neurotransmissor solto pela fibra aferente primaria, que interage, no
corno dorsal da medula espinal, com a fibra aferente secundéria, a fim de gerar um potencial de
acdo. Dessa forma, a transmissao da sensagao dolorosa € inibida, mediante inibi¢ao da liberagado
da SP (Manworren, 2015).

A cetamina tem sido usado no tratamento de dor aguda como alternativa aos opioides.
A mesma ¢ antagonista de receptores NMDA, sua administracdo pode ser por via retal,
intramuscular, epidurais, subcutaneas e intranasal (Majidinejad et al., 2014). Ela tem sido alvo

de muitas pesquisas, pois tem demonstrado um alto potencial para substituir os opioides, nas
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emergéncias médicas, nos casos de dor aguda, como também tem sido usada como monoterapia

ou em associagao a outros farmacos (Bower et al., 2017; Karlow et al., 2018).
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Figura 21 - Resumo dos mecanismos modulatérios na via nociceptiva. 5-HT, 5-hidroxitriptamina; BK,
bradicinina; CGRP, peptideo relacionado com o gene da calcitonina; NE, norepinefrina; NGF, fator de
crescimento neural; NO, oxido nitrico; AINE, anti-inflamatério nio esteroidal; PG, prostaglandina; SP,
substancia P. (Fonte: Rang e Dale, 2016).

A farmacoterapia anti-inflamatoria mais usada ¢ fundamentada na utilizacdo de
farmacos para impedir o recrutamento e a estimulacdo de neutréfilos ou de inibir a sintese e a
acdo de mediadores. Neste cenario, as duas mais notaveis classes de farmacos anti-
inflamatorios, englobam os glicocorticoides € os AINEs (Figura 21) (Alessandri et al., 2013;
Silva e Pereira, 2016; Rang e Dale, 2016). Os AINEs, atualmente, representam a classe
farmacologica mais usada, sendo indicados, sobretudo, para tratar dor e edema, ou seja, eventos
de fase aguda. Contudo também sio usados no manejo de patologias cronicas, exemplo artrite,
dentre outras (Brunton, 2018; Oliveira et al., 2019).

Os glicocorticoides compdem uma classe de medicamentos que possui semelhangas nas
propriedades terapéuticas, farmacoldgicas e estruturais. Estes agentes atuam em praticamente
todos os sistemas fisiologicos e, apesar de serem anti-inflamatérios eficazes, promovem muitos
efeitos adversos (Couture, 2001; Antonow, 2007). Sendo usados em diversas patologias

imunoldgicas e inflamatorias tais quais cancer, dermatites e asma.

45



Os corticoides agem regulando a transcri¢do de genes inflamatorios. Nesta situacao, eles
podem estimular a transcricdo de genes anti-inflamatdrios ou inibir a ativagdo de genes pro-
inflamatorio, englobando genes de quimiocinas, moléculas de adesdo e citocinas. Entre os itens
destes genes, estdo os inibidores da fosfolipase A2, que € a enzima que libera o AA da membrana
plasmatica, o acido graxo metabolizado pelas lipoxigenases, responsaveis pela produgdo dos
leucotrienos, tal qual a 5-LO, assim como pelas ciclooxigenases, com a finalidade de sintese
dos mediadores lipidicos (Peixoto et al., 2011; Torres, 2012; Silva e Pereira, 2016; Kumar,
2021).

Os corticosteroides sdao aptos para intervir em todas as fases da resposta inflamatoria,
praticamente, como também intervém no reparo do tecido e na cicatrizagdo, além disso atuam
na inibi¢ao de reagdes proliferativas. No entanto, por causa da sua diversidade de efeitos sobre
varios sistemas fisioloégicos, eles promovem muitos efeitos adversos, dentre estes estdo
alteragcdes celulares, enddcrinas e metabolicas e, por isso o custo beneficio/risco destes
medicamentos precisa ser avaliado de forma cuidadosa (Bavaresco, 2005; Rang, 2016).

Dentre os farmacos, mais recentes, desenvolvidos para tratar patologias inflamatorias,
encontram-se antagonistas de receptores especificos, anticorpos monoclonais, inibidores de
quinase ¢ inibidores de citocinas. Todavia, os mesmos apresentam limitagdes de custo e
terapéuticas, tais quais, no uso cronico, prejuizos renais, hepaticos e gastrointestinais, bem

como a via de administragao (Medzhitov, 2008).

2.6 Triclosan

O 2-(2,4-diclorofenoxi)-5-clorofenol, conhecido também como Triclosan (TCS) (Figura
22) ¢ uma espécie quimica de classificacao fendlica halogenada, ndo idnica de amplo espectro
bacteriano usado largamente em toda a América do Norte, Europa ¢ Asia (Dann, 2011).
Possuindo um codigo universal utilizado para fornecer uma identificagdo tnica e inconfundivel
para substancias quimicas, denominado de numero CAS, que no caso do TCS ¢ 3380-34-5.
Apresenta-se na forma de po cristalino esbranquigado a branco. Tendo como férmula molecular
C12H7CLI302. Em 4gua tem baixa solubilidade, no entanto, em solventes polares como acetona e
etanol ¢ altamente soluvel, por apresentar um coeficiente de parti¢do alto. Pode ser encontrado
com diversos nomes comerciais como Irgasan; DP300 Irgasan; CH 3565; Irgacare MP; Lexol
300; Cloxifenolum; Aquasept; Gamophen (Calafat ef al., 2008; FDA, 2008; Moss et al., 2000).

Possui amplo espectro bactericida, pois age destruindo a membrana plasmatica da bactéria e
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por consequéncia atrapalhando nas trocas idnicas necessarias para a manutencdo da vida
(Tortora et al., 2017).

O TCS apresenta uma maior atividade contra bactérias Gram-positivas do que Gram-
negativas e fungos. Sua eficicia ¢ demonstrada através de sua integragdo e interrupg¢do da
fun¢dao da membrana celular bacteriana e inibi¢ao da proteina transportadora enoil-redutase, por
meio de sua ligagdo com os residuos de aminoacidos dos sitios ativos desta enzima, incluindo
a sintese de RNA e de acidos graxos. Desta forma, as sinteses de lipideos, fosfolipideos,
lipoproteinas e lipopolissacarideos ficam prejudicadas, e, eventualmente, pode resultar em
morte celular (Moraes, 2015; Dann, 2011; Marques, 2017). Este antibacteriano, em elevadas
concentragdes atua como bactericida, como ja exposto acima, inativando as bactérias por meio
do rompimento da parede celular e, em baixas concentragdes, como bacteriostatico, inibindo o
crescimento de bactéria (Aiello e cols., 2007). Gragas a estas propriedades, o TCS ¢ largamente
utilizado em xampus, lo¢des dermatologicas, sabdes, desodorantes, dentre outros produtos de
higiene pessoal. (Garcia, 2011). O TCS ¢ utilizado em praticas médicas, pois além da
propriedade bactericida, apresenta propriedades anti-inflamatodrias, inibindo processos
infecciosos e/ou anti-inflamatérios. Uma das suas atribuigdes € a higienizacdo de ferimentos,

escaras e limpeza pré-operatdrias (Regos et al., 1979).

OH Cl

Cl Cl

Figura 22 - Férmula estrutural do triclosan. (Fonte: Melo, 2010).

2.7 Cetoprofeno

Os anti-inflamatdrios ndo-esteroidais (AINEs) estdo entre os medicamentos mais
vendidos no mundo. Diante disto ¢ possivel identificar sua ampla aplicabilidade na clinica
médica, principalmente no tratamento da dor, febre e inflamacao (Levoin et al., 2004).

Devido a diferengas nas estruturas quimicas, os AINEs sdo subdivididos em grupos

(Costa et al., 2006). Os derivados do acido arilpropidnico constituem um grupo importante de
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AINEs. Pertencem a este grupo, por exemplo, o ibuprofeno, naproxeno e também o cetoprofeno
(Levoin et al., 2004).

As principais agdes farmacologicas dos AINEs correspondem a a¢do anti-inflamatoria,
acdo analgésica e acdo antipirética. Estes efeitos se correlacionam com a inibicdo da enzima
ciclo-oxigenase (COX), logo a inibicdo da sintese de prostaglandinas (PGs) e tromboxanos
(Rang et al., 2001).

A COX possui duas isoformas, a COX-1 e a COX-2. A COX-1 ¢ expressa na maioria
dos tecidos, denominando-se dessa forma constitutiva. Esta ¢ responsavel pela sintese de PGs,
que sob condigdes fisiologicas, produz PGs necessarias a modulacdo das fungdes
gastrointestinais ¢ estd envolvida na manutengdo da homeostase dos tecidos. No entanto, a
COX-2 ¢ responsavel pela producdo dos mediadores prostanoides da inflamacdo, sendo
induzida nas células inflamatorias quando ativadas (Turini ef al., 2002; Mizushima, 2010).
Entretanto, sabe-se que os AINEs devem sua a¢do anti-inflamatoria a inibicdo da COX-2. Nao
obstante, a inibi¢ao da COX-1, ¢ responsavel pelos eventos adversos dos AINES, especialmente
os que envolvem o trato gastrointestinal (Kummer ez al., 2002).

A classe dos arilalcanoicos ¢ a maior entre os AINEs. Todas as estruturas quimicas
destes compostos possuem um centro de acido carboxilico semelhante aquele existente na
estrutura quimica do acido araquidonico. A atividade anti-inflamatoria aumenta devido a
substituicdo, no carbono 2, de um grupamento metila, € ocorre a formagao de um centro quiral.
Os acidos propionicos substituidos, como dos farmacos pertencentes a esta classe, possuem alta
poténcia anti-inflamatoria e sao classificados como profenos (Heerdink, 1998).

O cetoprofeno (Figura 23) (acido 3-benzoil-a-metilbenzenoacético) foi sintetizado
em 1963 e lancado como um farmaco oral na década de 1970 (Kantor, 1986). Quimicamente,
este ¢ um acido fraco devido a presenga de um atomo de carbono quiral na cadeia lateral do
acido propionico (Levoin et al., 2004). Sendo solavel em solventes organicos como acetona e
etanol, e em agua, praticamente ¢ insolivel. Mostra-se como um p6 branco ou quase branco
(Farmacopeia Brasileira, 2010).

O mecanismo de acdo do cetoprofeno se dé pela sua capacidade de inibir de forma
ndo seletiva a enzima ciclooxigenase (COX), inibe a COX-1 e COX-2 (Kay et al., 2000). Desta
maneira, inibe também a sintese de prostaglandinas (PGs) que sdo produzidas através da agdo
da enzima COX (Levoin et al., 2004). As prostaglandinas sdo importantes mediadores
inflamatoérios, principalmente a prostaglandina E» (PGEz) e a prostaglandina 1> (PGIz) que
atuam como potentes agentes vasodilatadores e potencializam o aumento da permeabilidade

induzida por mediadores como a bradicinina e a histamina (Mendes et al., 2012).
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Figura 23 - Féormula estrutural do cetoprofeno. (Fonte: Franca; Korolkovas, 1988).

O uso do cetoprofeno na farmacoterapia de diversas doencas possui limitagdes, visto
que ele causa intensos danos ao trato gastrointestinal, dentre outros. Sabe-se que o contato direto
do farmaco com a mucosa gastrica € a acdo sistémica, apds a absor¢do, sao os responsaveis
pelos efeitos adversos causados por ele. A ionizacao do farmaco, estd envolvida com o contato
direto do farmaco com a mucosa (Cheng, 2013).

Os AINEs sao acidos organicos fracos € como tais, sio moléculas ndo-ionizadas com
peculiaridades apolares, em pH baixo. Em vista disso, podem atravessar a membrana mucosa e
acumular-se nas células epiteliais. No interior da mucosa ocorre a mudanga do pH acido para o
pH neutro, com isso o farmaco se ioniza. A ionizagdo possibilita a0 mesmo se acumular no
interior das células epiteliais, ocasionando danos. Mesmo a administragdo intravenosa e
intramuscular dos AINEs pode provocar ulceras duodenais ou gastricas, por isso considera-se
que o dano topico causado por eles, ndo explica por si s0, a formagado das ulceras. (Fiorucci et
al.,2001).

A responsavel pela producao das PGs ¢ a COX-1 gastrica, sendo a atividade sistémica
compreendida pela sua inibigdo. As PGs sob condi¢des fisiologicas padrao, promovem a
inibi¢ao da secrecao acida estomacal. Consequentemente, o fluxo sanguineo na mucosa gastrica
¢ aumentado e ocorre a sintese da secrecdo do muco gastrico protetor. Por isso, a inibicao da
sua sintese deixa o estdmago mais vulneravel a danos diversos. Compreende-se, entretanto,
que a deficiéncia nestas enzimas, ndo se correlaciona, exclusivamente, aos efeitos adversos
causados pelos AINEs. Salienta-se ainda que os fAirmacos COX-2 seletivos apresentam uma
baixa a¢do danosa, sugerindo dessa forma que exista um mecanismo independente da inibicao
da COX, como por exemplo, a inferéncia da liberacdo do fator de necrose tumoral alfa, que tem
a capacidade de induzir a apoptose, de digerir células da membrana gastrica, dentre outros

(Fiorucci et al., 2001; Mizushima, 2010).
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2.8 Composto 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenil propanoato de 2-(3benzil fenila)

A Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ) define a Quimica Medicinal (QM) como
sendo aquela que envolve a sintese ou isolamento de compostos quimicos e seus efeitos
benéficos ou adversos sobre os seres vivos (Lima, 2007). Tendo como propositos a elucidacio,
a nivel molecular, do mecanismo de acdo, do entendimento de mecanismos toxicoldgicos,
farmacocinéticos e bioquimicos e do estabelecimento da conexdo entre atividade biologica e
estrutura quimica. Ressaltam-se além destes, a relagdo entre os variados complexos
biolégicos/biofases e o planejamento, a identificagdo, a invengdo, a preparagao e a descoberta
de compostos com atividades biologicas (Amaral, 2002; Montanari, 2000).

Um dos desenvolvimentos mais significativos na QM nos ultimos anos foi o design ¢ a
sintese de compostos hibridos, moléculas que abrangem em um unico arcabougo dois
farmacoforos de entidades conhecidas dotadas de atividades biologicas bem estabelecidas
(Barreiro et al., 2002).

A abordagem de hibridiza¢ao molecular (HM) € uma ferramenta de QM poderosa para
projetar ligantes e protdtipos promovendo um efeito benéfico ao tratamento de doencas
multifatoriais (Barbosa, 2009). Como dito anteriormente, uma proposta categdrica de se
construir novos protétipos a partir de estruturas moleculares ¢ a HM. Conceituando-se como
um método tradicional de jungdo entre estruturas moleculares para formacao de novos
compostos prototipos (Barreiro, 2008). A HM pode ser de dois tipos: HM do tipo droga-droga,
que ¢ aquela formada pela convergéncia de duas drogas diferentes ou HM do tipo
farmacoforica, que ¢ aquela formada pela convergéncia de grupos farmacofoéricos de farmacos
diferentes. Nas duas ocorréncias a HM forma uma nova molécula, e esta é denominada de
hibrido. Na maioria das vezes o hibrido, contrapde as moléculas que o formaram, com uma
maior eficacia e afinidade (Nepali ef al., 2014).

Promove-se a HM com a finalidade de se obter um dentre variados alvos como o
sinergismo de a¢do farmacologica, terapia de dupla agdo farmacologica ou modulacao de
efeitos secundarios indesejaveis. Une-se farmacos inteiros de forma covalente ou une-se tao
somente os grupos farmacoféricos (Nepali et al., 2014). Um exemplo de sucesso dessa
estratégia foi a descoberta da molécula candidata a fArmaco benorilato (4-acetamidofenil 2-
acetoxibenzoato), que tem sido usado como anti-inflamatério e antipirético. Esta molécula
hibrida foi preparada por esterificacdo de acido acetilsalicilico e paracetamol. Tem uma duracao

de a¢do mais longa do que o 4cido acetilsalicilico e so precisa ser ingerido duas vezes ao dia.
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Além disso, tem menos efeitos adversos do que o acido acetilsalicilico, incluindo menor
irritacio gastrica e sangramento (Korolkovas, 1988; Azara, 2013).

Visando a importancia deste assunto, o grupo do Prof Dr Saulo Luis Capim, do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Baiano promoveu a hibridizacdo molecular das
moléculas de triclosan e cetoprofeno obtendo o composto 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenil

propanoato de 2-(3benzil fenila), denominado por JO-04 (Figura 24).

o

Cl o "0

Cl Cl

Figura 24 - Estrutura do composto S-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenil propanoato de 2-(3benzil fenila).
(Fonte: Instituto Federal de Educacio, Ciéncia e Tecnologia Baiano Prof Dr Saulo Luis Capim).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

e Investigar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatdrio da molécula hibrida 5-cloro-
2-(2,4-diclorofenoxi) fenil propanoato de 2-(3benzil fenila), formada pela hibridizagdo

molecular do triclosan e cetoprofeno.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a a¢do antinociceptiva do composto sob condicdes de dor aguda induzida
quimicamente e termicamente;

¢ Elucidar os mecanismos responsaveis pela sua atividade antinociceptiva através do
uso de antagonistas e inibidores especificos;

e Avaliar a possibilidade de interferéncia da performance motora sobre o efeito
antinociceptivo;

e Avaliar a atividade anti-inflamatoria do composto in vivo € in vitro;

e Avaliar a toxicidade aguda do composto

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Nos experimentos in vivo foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem
Swiss, machos, albinos com peso entre 20 e 25 g, com aproximadamente trés meses de idade,
provenientes do Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas/ Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Saude (ICBS) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, sob condicdes
monitoradas de temperatura (21 £ 2 °C), com livre acesso a uma dieta a base de racao
tipo pellets (Purina®) e agua, disponivel em garrafas de polietileno com bicos de inox.
Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de
6h00 as 18h00. Oito horas antes dos experimentos, 0os animais receberam apenas agua para
eliminar a possibilidade de interferéncia da racdo sobre o processo de absor¢dao dos compostos.

Os protocolos experimentais de utilizagao de animais deste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA—
UFRRYJ), sob o n° 07/2018.
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4.2 Tratamentos

e Solugdo salina: Solugcdo NaCl 0,9%. A solugdo foi administrada aos animais
pertencentes ao grupo controle.

e Veiculo: solucdo salina com DMSO, na concentracdo de 5% (v/v), para a solubilizagdo
do composto. Os grupos de animais tratados com veiculo foram feitos para demonstrar

que este ndo interfere na atividade antinociceptiva e/ou anti-inflamatoria.
e Composto 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenil propanoato de 2-(3benzil fenila) - JO-04.
Administrado por via oral (v.0) nas doses de 1, 5, 10, 30, 50 e 300 mg/kg.

e (Cetoprofeno: anti-inflamatério ndo esteroidal, uma das moléculas que originaram o JO-
04. Administrado por via oral (v.0) nas doses de 1, 5, 10, 30 ¢ 50 mg/kg.

e Tampao fosfato salina: composto organico formado por: NaCl (130 mM), Na2POs4 (5
mM), KH2PO4(1 mM) e heparina (20 Ul/mL), em dgua destilada, com pH 7,6. Utilizado
para lavar a cavidade subcutanea no modelo de bolsa de ar subcutaneo (air pouch).

e Triclosan: uma das molécula que originaram o JO-04. Administrado por via oral (v.0)
nas doses de 1, 5,10, 30, 50 e 100 mg/kg.

e Dexametasona: anti-inflamatorio esteroidal. Utilizado como controle positivo nos
modelos de edema de pata e bolsa de ar subcutanea. Administrado por via subcutanea
(s.c.) na dose de 2,25 mg/kg (Santos et al., 2015).

e Prometazina: Antagonista seletivo H;. Utilizado como controle positivo no modelo de
edema de pata induzido por histamina. Administrado por via subcutanea (s.c.) na dose
de 5 mg/kg (Esmaili ef al., 2021).

e Acido acetilsalicilico: anti-inflamatério nio esteroidal. Utilizado como controle positivo
no modelo de formalina. Administrado por via oral (v.0) na dose de 100mg/kg
(Gongalves et al., 2016).

e Morfina: agonista ndo-seletivo de receptores opioides. Utilizada como controle positivo
em modelos nociceptivos com envolvimento do sistema nervoso central. Administrado
por via oral (v.0) na dose de 5,01 mg/kg no modelo de contor¢des abdominais induzidas
por acido acético e formalina, e na dose de 8,15 mg/kg no modelo de imersao da cauda
em agua quente (Marinho ef al., 2011).

e Diazepam: agonista benzodiazepinico. Utilizado como controle positivo no modelo de

campo aberto na dose de 3 mg/kg por via subcutanea. (Jones et al., 2021)
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4.3 Agentes Quimicos

e Acido acético: foi preparado na concentragio de 0,8% (v/v) em solugdo salina e injetado
por via intraperitoneal (i.p), 60 minutos apds a administragao oral dos tratamentos no
modelo de contor¢oes abdominais.

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

e (arragenina: a carragenina foi preparada na concentragao de 10 mg/ml. Administrada
em volume de 0,1 mL, 60 minutos ap6s a administragdo oral dos tratamentos no modelo
de edema de pata e de bolsa de ar subcutaneo. No modelo de edema de pata a carragenina
foi administrada em uma das patas traseiras dos animais ¢ no modelo de bolsa de ar
subcutaneo foi administrada na bolha subcuténea.

e Serotonina: utilizada para induzir edema no modelo do edema de pata. Administrada no
volume de 0,02 mL por via intraplantar na pata traseira (100 pg/pata) direita 60 minutos
apds a administragdo oral dos tratamentos no modelo de edema de pata (Conceicao et
al., 2022).

e Histamina: utilizada para induzir edema no modelo do edema de pata. Administrada no
volume de 0,02 mL por via intraplantar na pata traseira direita 60 minutos apds a
administracdo oral dos tratamentos no modelo de edema de pata (100 mmol/pata)
(Conceigao et al., 2021).

e Bradicinina: utilizada para induzir edema no modelo do edema de pata. Administrada
no volume de 0,02 mL por via intraplantar na pata traseira direita 60 minutos apos a
administracdo oral dos tratamentos no modelo de edema de pata (1,2 nmol/pata) (Ueno
et al., 2000).

e Naloxona: antagonista nao-seletivo opioide. Administrado por via intraperitoneal (i.p)
na dose de 5 mg/kg no modelo de imersdo de cauda em 4gua quente (Stefano et al.,
2017).

e N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME): inibidor ndo-seletivo da o6xido nitrico
sintase. Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 5 mg/kg no modelo de
imersdo da cauda em dgua quente (Gongalves et al., 2016).

e L-arginina: Precursor do 6xido nitrico. Administrado por via intraperitoneal (i.p) na

dose de 3 mg/kg no modelo de imersao da cauda em dgua quente (Marinho et al., 2013).
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Atropina: antagonista ndo-seletivo de receptor muscarinico colinérgico. Administrado
por via intraperitoneal (i.p) na dose de 3 mg/kg no modelo de imersdo da cauda em dgua
quente (Rosas-Ballina et al., 2011).

Glibenclamida: bloqueador de canal de potéssio sensivel a ATP. Administrado por via
intraperitoneal (i.p) na dose 3mg/kg no modelo de imersdo da cauda em dgua quente.
Ondansetrona: antagonista seletivo de receptor serotoninérgico do tipo S5-HTs.
Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 0,5 mg/kg no modelo de imersao
da cauda em agua quente (Rosas-Ballina et al., 2011).

Mecamilamina: antagonista nado-seletivo de receptor colinérgico nicotinico.
Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 1,5 mg/kg no modelo de imersao
da cauda em agua quente (Rosas-Ballina ez al., 2011).

1H-[1,2,4] Oxadiazol[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ): inibidor seletivo da guanilato
ciclase sensivel ao 6xido nitrico. Administrado previamente por via intraperitoneal (i.p.) nas
doses de 0,5mg/kg no modelo de imersao da cauda em agua quente (Rosas-Ballina ef al.,
2011).

Ioimbina: antagonista adrenérgico a2. Administrada previamente por via intraperitoneal
(1.p.) na dose de 0,15 mg/kg no modelo de imersdao da cauda em dgua quente (Mwobobia
etal.,2021).

Pentobarbital: barbitirico. Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 80
mg/kg (sobre dose) no modelo de bolsa de ar subcutaneo para eutandsia dos animais

(Laferriere et al., 2020).

55



4.4 Modelos de Avaliacio da Atividade Antinociceptiva

4.4.1 Modelo de contorcoes abdominais induzidas por acido acético

O teste de contor¢ao ¢ um modelo utilizado para a triagem da atividade antinociceptiva
(Koster et al., 1959). Para a realizagdo deste, foi feita a administracdo intraperitoneal (i.p.) de
0,01 ml/g de peso do animal, de solugdo de &cido acético na concentragdao de 0,8% (v/v), 60
minutos apos a administracao por via oral de solugdo salina, veiculo, morfina e o composto JO-
04. Imediatamente apds a administracao de acido acético, os animais foram colocados em uma
caixa de vidro, para que fossem contados os nimeros de contor¢des dentro de um periodo de
30 minutos. O padrao de contor¢ao abdominal estabelecido para contagem € o aparecimento de
fortes contragdes abdominais, alongamento de todo o corpo do animal, seguido pelo
alongamento dos membros posteriores e contato do abdomen com o assoalho do recipiente em
que o animal se encontra. A resposta nociceptiva ¢ aferida a partir do total de contorgdes

contadas nesse periodo de tempo.

- 60 min 0 min-_ — 30 min

il

Contagem das contorcies abdominais

Tratamentos (v. 0.) Acido acético (i.p.)

Figura 25 - Protocolo experimental do modelo de contorcio abdominal induzido por acido acético.

Fonte: GONCALVES, G. M. Avaliaciao farmacoldgica das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
composto (1) - (2,4,6-cis) - 4- cloro -6- (Naftaleno-1-il) -tetrahidro- 2H- pirano- 2 -il metanol. Dissertagio
(Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, p. 60. 2016.

4.4.2 Modelo da formalina

Este modelo ¢ utilizado para avaliacdo da dor inflamatoéria e ndo-inflamatoria (Hunskaar
e Hole, 1987). Solucao salina, veiculo, morfina, acido acetilsalicilico e o composto JO-04 foram
administrados por via oral. Injeta-se, sob a pele da superficie plantar de uma das patas traseiras,
0,02 ml de uma solu¢do de formalina a 2,5%. Posteriormente, foi medido o tempo (em

segundos) que o animal permaneceu lambendo a pata em que foi administrada a solu¢do. A
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medida do tempo foi feita em duas fases: a primeira chamada neurogénica, entre 0 e 5 minutos

apos a injecdo da formalina, e a segunda fase chamada inflamatoria, entre 15 e 30 minutos apos

a injecao.
%60 (%) 0 5 I5 30 min
1 || —— —
| “Fase 2° Fase
Administragio de Administracio de Formalinaa 2.5%
farmacos

Figura 26 - Protocolo experimental do modelo de formalina.

Fonte: GONCALVES, G, M. Avaliaciao farmacoldgica das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
composto (1) - (2,4,6-cis) - 4- cloro -6- (Naftaleno-1-il) -tetrahidro- 2H- pirano- 2 -il metanol. Dissertagio
(Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, p. 60. 2016.

4.4.3 Modelo de imersao da cauda em agua quente

Este modelo ¢ utilizado para avaliacao da atividade antinociceptiva nao inflamatoria
(Ben-Bassat et al., 1959). Os animais foram tratados com solugao salina, veiculo, morfina e o
composto JO-04 por via oral. 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 agua, 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 administragdo 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. O resultado foi expresso como tempo de
reatividade em segundos.

Na tentativa de elucidagdo do mecanismo de a¢do do composto JO-04, grupos
experimentais receberam antagonistas (atropina, naloxona, ioimbina, mecamilamina,
ondansetrona, glibenclamida), inibidores (L-NAME, ODQ) e precursor (L-Arginina), por via

intraperitoneal, 15 minutos antes da administra¢do oral do composto.
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Figura 27 - Protocolo experimental do modelo de imersao da cauda em agua quente.

Fonte: GONCALVES, G. M. Avaliaciao farmacoldgica das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
composto (1) - (2,4,6-cis) - 4- cloro -6- (Naftaleno-1-il) -tetrahidro- 2H- pirano- 2 -il metanol. Dissertagio
(Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, p. 60. 2016.
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Figura 28 - Protocolo experimental do modelo de imersio da cauda em adgua quente com administracio
prévia de antagonistas e inibidores.

Fonte: GONCALVES, G. M. Avaliaciao farmacoldgica das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
composto (1) - (2,4,6-cis) - 4- cloro -6- (Naftaleno-1-il) -tetrahidro- 2H- pirano- 2 -il metanol. Dissertagio
(Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, p. 60. 2016

4.4.4. Modelo de campo aberto

Para avaliar a interferéncia sobre a mobilidade dos animais apos o tratamento com o
composto JO-04, os animais foram submetidos ao modelo do campo aberto. Neste modelo, 5
dias antes do inicio do experimento os animais foram treinados na arena em que ¢ realizada o
experimento. O procedimento foi similar ao descrito por Barros et al, 1991.

Os camundongos receberam solucdo salina, veiculo, diazepam e o composto JO-04 por
via oral e foram colocados individualmente na arena (60 minutos ap6s administragdo oral), cujo
assoalho foi dividido em quadrados (5 x 5 cm). A atividade espontanea foi quantificada pelo

numero de quadrados percorridos durante o intervalo de 5 minutos.
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Figura 29 - Protocolo experimental do modelo de campo aberto.

Fonte: GONCALVES, G. M. Avaliaciao farmacoldgica das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
composto (1) - (2,4,6-cis) - 4- cloro -6- (Naftaleno-1-il) -tetrahidro- 2H- pirano- 2 -il metanol. Dissertagio
(Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, p.60. 2016.

4.5 Modelos de Avaliacao da Atividade Anti-inflamatoria

4.5.1 Modelo de edema de pata

Este modelo de avaliacdo edematogénica utiliza a técnica de pletismografia (Ferreira,
1979), que consiste na utilizagdo do pletismometro, um equipamento capaz de registrar
pequenas variagdes no volume de liquido deslocado pela insercdo da pata, até a articulacao
tibio-tarsica. Solugdo salina, veiculo e o composto JO-04 foram administrados por via oral, e a
dexametasona foi administrada por via subcutanea. Sessenta minutos apos a administragdao do
farmaco e das substancias, o edema foi induzido pela injecdo intraplantar de 0,1 mL de
carragenina (1%, p/v) na pata traseira esquerda do animal. Na pata traseira direita foi injetado
o mesmo volume de solugdo salina. O edema foi avaliado pela diferenga de volume entre as
duas patas aferidas, nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas apds a injecdo da carragenina. Na
administracdo de histamina, bradicinina e serotonina o edema foi avaliado 1 hora apds a

administracao de ambas.
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Figura 30 - Protocolo experimental do modelo de edema de pata induzido por carragenina.

Fonte: GONCALVES, G. M. Avaliaciao farmacoldgica das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
composto (1) - (2,4,6-cis) - 4- cloro -6- (Naftaleno-1-il) -tetrahidro- 2H- pirano- 2 -il metanol. Dissertagio
(Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, p.60. 2016.
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0

Tratamentos (v. 0.) Tempos de medida
Dexametasona (s. c.) do edema das patas

PE - Agente inflamatorio

PD - Agua destilada
Onde:

PE = pata esquerda traseira
PD = pata direita traseira

Figura 31 - Protocolo experimental do modelo de edema de pata induzido por histamina, serotonina e
bradicinina.

Fonte: GONCALVES, G. M. Avaliacio farmacologica das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
composto (1) - (2,4,6-cis) - 4- cloro -6- (Naftaleno-1-il) -tetrahidro- 2H- pirano- 2 -il metanol. Dissertacdo
(Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, p. 60. 2016.

4.5.2 Modelo da bolsa de ar subcutineo (air pouch)

Solucdo salina, veiculo e o composto JO-04 foram administrados por via oral, ¢ a

dexametasona foi administrada por via subcutanea. Uma érea do dorso dos animais (3cm x 2,5
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cm) foi desinfetada e 7 ml de ar estéril foram injetados subcutaneamente em um tnico ponto
(Vigil et al., 2008). As bolsas de ar foram injetadas com ar estéril em dias alternados por 3 dias.
Durante este periodo foi feita a avaliagdo do modelo, em que caso ndo fosse observado eritema,
inchaco, exsudagdo e vazamento de ar, seria considerado que o modelo foi estabelecido com
sucesso. No quarto dia entdo, os animais receberam 0,1 ml de solugdo de carragenina (1%)
administrada por via subcutanea no interior da bolsa de ar subcutineo e 4 horas depois foram
eutanasiados com uma sobredose de pentobarbital.

Os animais foram entdo fixados em uma mesa cirirgica € uma incisdo na pele foi feita
para perfurar a bolsa de ar. A cavidade subcutanea foi lavada com 1 ml de tampao fosfato salina
estéril (pH 7,6 contendo NaCl (130 mM), Na>PO4 (5 mM) e KH2PO4 (1 mM) e heparina (20

Ul/mL) em agua destilada, sendo as amostras de lavado subcutaneo coletadas.

1° dia 3° dia 4° dia

Injecio de ar estéril Tnjecio de ar estéril Administraio Injeciode  Eutandsia ¢ coleta
deFarmacos (v.0.)  caragenina  do lavado

rm— R

1 Hora 4 Horas

Figura 32 - Protocolo experimental do modelo da bolsa de ar subcutineo.

Fonte: GONCALVES, G. M. Avaliaciao farmacoldgica das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
composto (1) - (2,4,6-cis) - 4- cloro -6- (Naftaleno-1-il) -tetrahidro- 2H- pirano- 2 -il metanol. Dissertagio
(Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, p. 60. 2016.

4.5.2.1 Contagem de leucocitos totais na cavidade de ar subcutinea estéril

Uma aliquota de 20uL do lavado subcutaneo, obtida a partir do modelo de bolsa de ar
subcutanea estéril, de cada animal foi coletada e transferida para um Eppendorf® contendo
380uL de liquido de Tiirk (utilizado para coloragdo de leucocitos) e, em seguida, foi feita a

contagem das células em camara de Neubauer, sob microscopia Optica.

4.5.2.2 Quantificacdo de mediadores inflamatodrios

Objetivando quantificar as citocinas IL-103, TNF-a e IL-6 presentes nos exsudatos, estes
foram centrifugados a 170 x g por 10 min a 4° C, os sobrenadantes foram coletados 4 horas
apos a realizagcdo do modelo de bolsa de ar subcutdneo. Se procedeu entdo a determinagdo da

concentragdo destas citocinas em aliquotas (50uL) do lavado subcutaneo. Para isto, foram
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utilizados kit’s de imunoensaio enzimatico (ELISA Kit Mouse, Cayman Chemical®), os quais
mensuraram as concentragdes de IL-1f3, TNF-a e IL-6 na amostra através do método de ELISA,

semelhante ao estudo de Raman et al., 2007.

4.6 Avaliacao toxicoldgica aguda

Para avaliacao toxicoldgica aguda foi calculado o DL 50. Assim, uma dose unica do
composto JO-04 (300 mg/kg) foi administrada e os animais foram colocados em camara de
observacdo. A dose foi estabelecida com base nas diretrizes da Organizagao de Cooperagao e

Desenvolvimento Econdmico para testes de produtos quimicos (OCDE, 2001).

4.7 Analise estatistica

Todos os grupos experimentais foram constituidos de 6 animais. Os resultados estao
expressos como média + erro padrao da média (EPM). A significancia estatistica entre os grupos
foi realizada pela aplicagdo de analise de variancia (ANOV A) de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni para os modelos de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, formalina,
quantificagdo de leucdcitos e citocinas, campo aberto e de ANOVA de duas vias acompanhada
pelo teste de Bonferroni para os modelos de imersao de cauda em dgua quente e edema de pata.
Os valores de p menores que 0,05; 0,01 e 0,001 foram considerados estatisticamente

significantes.

5 RESULTADOS
5.1 Modelo de contorcoes abdominais induzidos por acido acético

A administragdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético (0,8%) produziu em um intervalo
de 30 minutos 72,2 + 7,3 contor¢des (no grupo controle) (Tabela 5). A administragdo oral do
JO-04 nas doses de 5 e 10 mg/kg e morfina (3 mg/kg) foi capaz de inibir o nimero de contorgdes
abdominais em relacdo ao grupo experimental controle, indicando atividade antinociceptiva
deste composto, como pode ser observado na Figura 33. Os percentuais de inibicdo do nimero
de contor¢des abdominais obtidos foram: 38% e 80,9%, respectivamente para as doses de 5 e
10 mg/kg. A administra¢do oral de morfina inibiu o nimero de contor¢des abdominais em 55%

quando comparada ao grupo controle. Logo, € possivel inferir que o composto JO-04 apresenta
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efeito antinociceptivo dose-dependente, assim como o demonstrado pela morfina, um
analgésico opioide reconhecido por sua atividade analgésica.

Através da curva Log dose-resposta do composto JO-04 e de suas moléculas originais
triclosan e cetoprofeno, foi calculado a DIso, onde pode se observar que o composto JO-04
apresentou DIso (1,695 mg/kg) superior ao de suas moléculas originais, evidenciando uma perda
de poténcia em relagdo a sua atividade antinociceptiva no modelo de contor¢des abdominais

induzidos por acido acético (Figura 34).

100 A

**

*k*

Numero de Contorgodes

Figura 33 - Efeito antinociceptivo do composto JO-04 no modelo de contor¢des abdominais. A significancia
estatistica (** p <0,01) e (*** p < 0,001) foi por ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni calculada
entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina (3 mg/kg) e o composto (1, S e 10 mg/kg).

Tabela 5 - Modelo de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético

Tratamentos Nimero de contorcoes Inibicao (%)
(Média + EPM)
Controle 72,2 +73 -—
Veiculo 69,8 +4,2 3,3%
Morfina 32,5 +3,2%* 55,0%
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JO04 1 mg/kg 54,5+ 12,0 24,5%
JO04 5 mg/kg 44,8 + 5,2% 38,0%
JO04 10 mg/kg 13,8 + 0,3%%* 80,9%

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

Nimero de Contorgdes Nimero de Contorgdes
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C
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o-
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Figura 34 - Curvas Log dose-resposta do composto JO-04 (A) e suas moléculas originais triclosan (B) e
cetoprofeno (C) no modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. A DIS0 foi calculada
através do método de regressio nao-linear.

5.2 Modelo da formalina

Os animais foram tratados com JO-04 nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg. Como controle
positivo foi utilizado a morfina (3mg/kg) e AAS (100 mg/kg). O grupo controle apresentou na
1° fase o tempo de lambedura de 76,4 + 26,5 segundos e na 2° fase foide 180,1 + 10,1 segundos
(Tabela 6). A morfina apresentou percentual de inibi¢do de 47,4% em relacdo ao tempo de
lambedura na 1° fase e de 59,9% na 2° fase. J& o AAS apresentou uma inibi¢do de 52,6%,
somente na segunda fase. O tratamento com JO-04 reduziu o tempo em que os animais
permaneceram lambendo as patas apoOs a injecdo de formalina nas duas fases. Na 1° fase, o
efeito inibitoério somente foi observado nas doses de 5 e 10 mg/kg, diminuindo 27,1% e 31,7%,
respectivamente. Na 2° fase, o efeito inibitorio também sé foi observado das doses de 5 ¢ 10
mg/kg, obtendo uma reducdo de 22% e 15%, respectivamente. Os resultados estdo apresentados
na Figura 35 e na Tabela 6.

Ressalta-se que o composto JO-04 apresentou atividade antinociceptiva nas duas fases,
porém na primeira fase, nas doses 5 e 10 mg/kg, a reducao do tempo de lambedura, foi mais
significativa do que na segunda fase. Portanto, o composto JO-04 por meio da sua habilidade
de diminuir o tempo de lambedura quando comparado ao grupo controle, demonstrou atividade
antinociceptiva, nas 2 fases, demonstrando acao neurogénica, podendo haver acao sobre os

componentes inflamatorios da dor.

12 Fase 22 Fase
EZ:E_' Il Controle
‘5240.: Veiculo
T 2101 [ Morfina
g 1807 T « * [l AAs
3 1507 1 mg/kg
§ 1:2: . - T Bl 5 mg/kg
2 60 . * ok 10 mg/kg
£ 5o nl ' ﬂ
oo
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Figura 35 - Efeito antinociceptivo do composto JO-04 no modelo de formalina. A significincia estatistica (*
p < 0,05) e (** p < 0,01) foi calculada por ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni entre o grupo
controle e os grupos tratados com veiculo, morfina (3 mg/kg), acido acetilsalicilico (AAS — 100 mg/kg) e o
composto JO-04 (1, 5 e 10 mg/kg).

Tabela 6 - Tempos de lambedura, em segundos, no modelo de formalina.

Tempo de Lambedura (segundos — Média + EPM)
Tratamentos 1° Fase 2° Fase

Tempo (s) % Tempo (s) %

Controle 76,4 + 26,5 --- 180,1 + 10,1 ---
Veiculo 73,4 +123 --- 171,2 £ 32,1 ---
Morfina 40,2 + 8,2* 47,4 72,3 + 14,5%* 59,9
Acido acetilsalicilico 68,3 +6,3 10,6 85,3 +22,1** 52,6
JOO04 1 mg/kg 77,4 + 10,5 1,3 178,2 £ 22,1 1,0
JO04 5 mg/kg 55,7+ 7,1% 27,1 140,5 + 17,4* 22,0
JO04 10 mg/kg 52,2 +7,3% 31,7 153,0 + 11,2* 15,0

*p <0,05ep<0,01 entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina, acido acetilsalicilico e
doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.3 Modelo de imersao de cauda em agua quente

O teste de imersdo de cauda foi realizado para comprovar o efeito antinociceptivo
neurogénico do composto JO-04 em modelo envolvendo arco reflexo espinal. O composto JO-
04 nas maiores doses (5 e 10 mg/kg), induziu aumento no tempo de laténcia a partir de 60
minutos, enquanto a morfina apresentou efeito mais tardio, iniciando no tempo de 80 minutos
apos a sua administragdo (Figura 36 A) (Tabela 7). O composto na dose de 10 mg/kg produziu

um aumento no tempo de laténcia maximo de 91% no tempo de 80 minutos, enquanto a morfina
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apresentou 52% no tempo de 100 minutos. No calculo da 4rea sob a curva observou-se diferenca

significativa nos grupos tratados com o composto nas doses de 5 e 10 mg/kg e morfina, em

relagdo ao grupo controle (Figura 36 B).
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Figura 36 - Efeito antinociceptivo do composto JO-04 no modelo de imersio da cauda (A) e representacio
do calculo da area sob a curva (B). A significAncia estatistica (* p <0,05), (** p <0,01) e (*** p < 0,001) foi
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calculada por ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni entre o grupo controle e os grupos tratados
com veiculo e o composto (1, 5 e 10 mg/kg).

Tabela 7 - Tempos de laténcia, em segundos, no modelo de retirada de cauda.

composto, por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

Tempo de Laténcia (segundos — Média + EPM)
Linha de

Tratamentos Base 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
Controle 3,60+04 | 3,52+0,6 | 3,55+0,4 | 3,55+0,4 3,58+0,7 3,584+0,5 3,55+0,6

Veiculo 3,10+0,5 | 3,14+03 [ 3,15+0,9 | 3,14+0,6 3,15+04 3,124+0,8 3,144+0,5
Morfina 3,50+0,5 | 3,63+03 | 3,76+0,8 | 4,26+0,5 5,05+0,7*% |543+0,7% | 4,82+0,2*

JO04 1 mg/kg | 3,80+0,8 | 3,94+0,7 | 419+0,5 | 4,12+0,5 4,25+ 0,4 4,09 + 0,6 4,01 +0,6
JO04 Smg/kg | 3,80+0,5 | 439+04 | 466+0,8 | 5,08+0,2% 5,12+ 0,1*% | 4,77+0,8* | 4,78+0,5*
JO04 10 mg/kg | 3,30+0,6 | 523+0,5 | 483+0,8 | 6,34+0,9** | 6,83+0,7%* | 590+0,9* | 5,61 +0,4*
*p < 0,05 e ** p <0,01 entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina e doses crescentes do

5.3.1 Avaliaciao do sistema opioide sobre o efeito antinociceptivo do composto JO-04 no
modelo de imersao de cauda em agua quente.

Para avaliar a participagdo do sistema opioide sobre o efeito antinociceptivo do

composto, foi adminitrado naloxona (5 mg/kg, i.p.; antagonista ndo seletivo de receptores

opioide) previamente a adminstracao de JO-04 na dose de 10 mg/kg. Como podemos observar

na Figura 37 A e na Tabela 8, a naloxona nao foi capaz de reduzir o efeito antinociceptivo do

JO-04, demonstrando assim que a via opioide ndo estd envolvida no mecanismo de acdo do

composto.

5.3.2 Avaliacio do sistema nitrérgico sobre o efeito antinociceptivo do composto JO-04
no modelo de imersao de cauda em agua quente.

Para avaliar a participagdo da via nitrérgica sobre o efeito antinociceptivo do composto,

os animais foram pré-tratados com N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME 5 mg/kg i.p.;
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inibidor de 6xido nitrico sintase), e depois com JO-04 na dose de 10 mg/kg, como demostrado
na Figura 37 A e na Tabela 8. Os resultados demonstram que a inibigdo na sintese de 6xido
nitrico foi capaz de interferir na atividade do composto, demonstrando assim o envolvimento

da via nitrérgica no mecanismo de a¢do do composto.

5.3.3 Avaliacio do sistema colinérgico muscarinico sobre o efeito antinociceptivo do
composto JO-04 no modelo de imersiao de cauda em agua quente.

Para avaliar a participacdo do sistema colinérgico muscarinico sobre o efeito
antinociceptivo do composto, foi administrado atropina (3 mg/kg, i.p.; antagonista de receptores
muscarinicos) previamente a administragdo de JO-04 na dose de 10 mg/kg. Como podemos
observar na Figura 37 A e C, e na Tabela 8, a atropina nos tempos de 60 e 80 minutos foi capaz
de reduzir o efeito antinociceptivo do JO-04, demonstrando assim o envolvimento da via

colinérgica no mecanismo de acdo do composto.

5.3.4 Avaliagao do sistema serotoninérgico, adrenérgico, canais de potassios regulados por
ATP, nitrérgico via gualilato ciclase e colinérgico sobre o efeito antinociceptivo do
composto JO-04 no modelo de imersiao de cauda em agua quente.

Para avaliar a participacao do sistema serotoninérgico, adrenérgico, canais de potassios
regulados por ATP, nitrérgico via guanilato ciclase e colinérgico sobre o efeito antinociceptivo
do composto, foi administrado ondansetrona (0,5 mg/kg , i.p.; antagonista seletivo de receptores
serotoninérgico do tipo 5-HT3), ioimbina (0,15 mg/kg, i.p.; antagonista adrenérgico a-2),
glibenclamida (3 mg/kg i.p.; bloqueador de canais de potassio sensiveis a ATP), ODQ (0,5
mg/kg, i.p.; inibidor seletivo da guanilato ciclase sensivel ao 6xido nitrico) e mecamilamina
(1,5 mg/kg, i.p.; antagonista ndo seletivo de receptor colinérgico nicotinico) previamente a
administracao de JO-04 na dose de 10 mg/kg. Como podemos observar nas Figuras 37 B e C,
bem como da Tabela 8, todos esses compostos ndo foram capazes de reduzir o efeito
antinociceptivo do JO-04, demonstrando assim o ndo envolvimento das vias serotoninérgica,
adrenérgica, nitrérgica via gualilato ciclase, colinérgica e dos canais de potassios regulados por

ATP no mecanismo de a¢do do composto.
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Figura 37 - Avaliacdo da administracio prévia de Naloxona (N — 5 mg/kg), L-NAME (L-N - 5 mg/kg), L-
Arginina (L-Ar — 3 mg/kg) e Atropina (At — 3 mg/kg) sobre o efeito antinociceptivo do composto JO-04 no
modelo de imersao de cauda em agua quente (A). Avaliacio da administracio prévia de Ondansetrona (Ond
— 0,5 mg/kg), loimbina (Ioi — 0,15 mg/kg), 1H-[1,2,4] Oxadiazol[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ - 0,5 mg/kg),
Mecamilamina (Mec — 1,5mg/kg) e Glibenclamida (Gli — 3 mg/kg) (B). Representaciao do calculo da area
sob a curva (C). A significincia estatistica (*p <0,05) e (**p <0,01) foi calculada por ANOVA acompanhado
pelo teste de Bonferroni entre o grupo administrado com o composto isoladamente e os grupos previamente
tratados com naloxona, L-NAME, atropina, L-arginina, ondansetrona, mecamilamina, ODQ, ioimbina e
glibenclamida associados ao composto.
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Tabela 8 - Avaliacdo da influéncia da administracdo prévia de Naloxona, L-NAME, L-arginina,
Atropina, Ondansetrona, Ioimbina, Glibenclamida, ODQ e Mecamilamina sobre os tempos de
laténcia induzidos pelo JO-04 no modelo de imersio de 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

JO04 330 +|523 +|483 +|634 +[68 +[590 +|561 +
0,6 0,5 0,8 0,9 0,7 0,9 0,4

JOO04 + 390 +(4,02 +(492 +(397 +[4,08 +[471 +|523 +
Naloxona 0,4 0,3 0,6 0,4* 0,8* 0,5 0,6

JOO4 + L- 340 +|(3,75 +(409 +[410 +[3,98 +|3,61 +|431 +
NAME 0,5 0,3 0,4 0,6* 0,6* 0,5 0,7

JOO4 + L- 320 +|6,11 +[517 +[599 +]624 +|586 +]6,18 +
arginina 0,5 0,6 1,1 0,6 0,8 0,5 0,8

JOO4 + Atropina | 3,15 +[3,22 + (3,61 +[3,44 +|3,79 +(434 +|454 +
0,5 0,3 0,5 0,5%* 0,6** 0,4 0,3

JOO04 + 380 +(3,92 +1(429 +(4,17 +|442 +|3,86 +[432 +
Ondansetrona | 0,7 0,4 1,2 0,8 0,9* 0,4 0,2

JO04 + Ioimbina | 3,85 + (4,66 + (478 +]480 +]6,02 +(549 +]459 +
1,0 0,3 0,5 0,9 0,3 0,2 0,7

JOO04 + 3,70 +(4,86 +(432 +[530 +[592 +|(4,14 +]540 +
Glibenclamida | 0,6 0,4 0,8 0,7 0,3 0,3 0,9

JO04 + ODQ 320 +[500 +(529 +|568 +|648 +(6,73 +]603 +
0,5 0,2 1,1 0,3 0,5 0,5 0,8

JO04 +1340 +[488 +[1490 +|557 +]|6,76 +|7,08 +1]678 +
Mecamilamina 0,8 0,5 0,7 0,5 0,5 0,2 0,4

*p<0,05e **p < 0,01 entre o composto isolado e 0 composto associado a naloxona, L-NAME e L-arginina,
atropina, ondansetrona, ioimbina, glibenclamida, ODQ e mecamilamina por Two-Way ANOVA
acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.4 Modelo de campo aberto

Neste modelo, os animais foram tratados por via oral com JO-04 na dose de 10 mg/kg,
solugdo salina, veiculo e diazepam (3mg/kg). Como podemos observar na Figura 38 e Tabela
9, o composto ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle,
confirmando que o JO-04 nio induz déficit motor, e que o efeito antinociceptivo demonstrado
pelo composto ndo ¢ influenciado por nenhum comprometimento motor e assim confirmando
os efeitos encontrados nos modelos algesimétricos. O diazepam apresentou uma redugdo da

atividade motora espontanea dos animais, em 49,1% o nimero de quadrados percorridos
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Figura 38 - Avaliacdo do déficit motor do composto JO-04 no modelo de campo aberto em camundongos.
Os tratamentos foram realizados por via oral. A significincia estatistica (*p < 0,05) foi calculada por
ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo,
diazepam (3 mg/kg) e o composto JO-04 (10 mg/kg).

Tabela 9 - Avaliacdo no modelo de campo aberto

Tratamentos Nimero de quadrados
percorridos (%)
(Média + EPM)
Controle 244.5 + 41,1 -—-
Veiculo 256,3 + 34,5 14.8%
Diazepam 124,5 +21,2* 149.1%
JO04 10 mg/kg 289,3 + 33,3 118.3%

*p < 0,05 entre os grupos veiculo, diazepame composto com o grupo controle, por One-Way ANOVA
acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.5 Modelos de avaliacdo da atividade anti-inflamatoria

5.5.1 Modelo de edema de pata induzido por carragenina

No modelo de edema de pata induzido por carragenina, somente a dexametasona inibiu
a formacdo do edema em todos os tempos, enquanto o composto JO-04, somente na dose de 10
mg/kg, foi capaz de inibir nos tempos de 2 e 3h ap6s a injecdo de carragenina (44,5% e 62% de

reducdo, respectivamente) (Figura 39 A) (Tabela 10). No célculo da area sob a curva observou-
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se redugdo para a dexametasona e o composto JO-04 na maior dose, em relagdo ao grupo
controle (Figura 39 B). Portanto o composto JO-04, na sua maior dose, 10 mg/kg, diminuiu o
edema de pata induzido pela carragenina, indicando dessa maneira, uma provavel inibi¢ao sobre

os mediadores inflamatdrios, ressaltando assim sua ag¢do antiedematogénica.
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Figura 39 - Efeito antiedematogénico do composto JO-04 no modelo de edema de pata induzido por
carragenina em camundongos (A) e Representacdo do calculo da area sob a curva (B). A significincia
estatistica (*p < 0,05) e (**p < 0,01) foi calculada por ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni entre
o grupo controle e os grupos veiculo, dexametasona (2,25 mg/kg; s.c.) e o composto (1, 5 e 10 mg/kg).
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Tabela 10 - Avaliacio no modelo de edema de pata induzido por carragenina

Volume de edema (pL)

Tratamentos 1 Hora 2 Horas 3 Horas 4 Horas
Controle 24,5+3,9 33,7+ 4,1 32,4+4,5 28,8 +4,4
Veiculo 31,2+ 4,0 34,5+3,5 33,5+5,4 30,7+ 4,1

Dexametasona 11,2 +22% 18,8 +3,2* 15,7 + 3,0* 28,7 +3,2%*

JO04 1 mg/kg 32,8 + 6,6 25,8 +4,0 354+3,4 28,4 +473

JO04 5 mg/kg 17,8 +2,2 35,7+5,2 223 +3,8 23,3 +3,6

JO04 10 mg/kg 20,3 +43 18,7 +3,1*% | 12,3 +£3,5%* 239+44

*p < 0,05 e **p < 0,01 entre os grupos veiculo, dexametasona e doses crescentes do composto com o grupo

controle, por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.5.2 Modelo de edema de pata induzido por histamina

O composto nas maiores doses (5 ¢ 10 mg/kg) e a prometazina reduziram a formacao

do edema induzido por histamina em 41%, 58% e 61% em comparagdo ao grupo controle,

respectivamente (Figura 40) (Tabela 11). O resultado mostra a capacidade do composto em

inibir a acdo edematogénica da histamina.
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Figura 40 - Efeito antiedematogénico do composto JO-04 no modelo de edema de pata induzido por
histamina em camundongos. A significincia estatistica (*p<0,05), (**p<0,01) e (***p<0,001) foi calculada
por ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni entre o grupo controle e os grupos veiculo, prometazina
(5 mg/kg; s.c.) e o composto (1, 5 e 10 mg/kg).

5.5.3 Modelo de edema de pata induzido por serotonina

O composto JO-04 em todas as doses testadas 1, 5 e 10 mg/kg e a dexametasona
reduziram a formagdo de edema induzido por serotonina em 51%, 53%, 46% e 51% em
comparacao ao grupo controle, respectivamente (Figura 41) (Tabela 11). O composto JO-04 foi
capaz de inibir a atividade edematogénica da serotonina igualmente em todas as doses

avaliadas.

-}
o
]

-]

Volume de edema (plL)
H
o
[

*%* *%* * % ¥ %
X
20 -
0 - T T T
< o >
© S o® c»\*q c»\*q &‘9
< o 2” & & S
o AN X
[ < N ) O
<&
>
<t
Q

Figura 41 - Efeito antiedematogénico do composto JO-04 no modelo de edema de pata induzido por
serotonina em camundongos. A significincia estatistica (**p<0,01) foi calculada por ANOVA acompanhado
pelo teste de Bonferroni entre o grupo controle e os grupos veiculo, dexametasona (2,25 mg/kg; s.c.) e o
composto (1, 5 e 10 mg/kg).

75



5.5.4 Modelo de edema de pata induzido por bradicinina

O composto JO-04 em todas as doses testadas 1, 5 e 10 mg/kg e a dexametasona
reduziram a forma¢do de edema induzido por bradicinina em 75%, 68%, 63% e 64%% em
comparagdo ao grupo controle, respectivamente (Figura 42) (Tabela 11). Foi observado que o
composto JO-04 reduziu a acdo da bradicinina em sua atividade edematogénica, ndo havendo

diferenca significativa entre as doses avaliadas.
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Figura 42 - Efeito antiedematogénico do composto JO-04 no modelo de edema de pata induzido por
bradicinina em camundongos. A significincia estatistica (***p < 0,001) foi calculada por ANOVA
acompanhado pelo teste de Bonferroni entre o grupo controle e os grupos veiculo, dexametasona (2,25
mg/kg; s.c.) e o composto (1, 5 e 10 mg/kg).
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Tabela 11 - Avaliacido no modelo

de edema de pata induzido por histamina, serotonina e

bradicinina.
Volume de edema (uL) no tempo de 1 Hora
Tratamentos Histamina Serotonina Bradicinina
Controle 60,5 + 8,9 47,8 +6,2 42,1+3,4
Veiculo 57,8 +6,2 53,5+ 6,6 44,7 +4,2
Dexametasona -—- 23,5 + 3,6%* 15,2 + 2, 2%%*
Prometazina 23,4 + 3,6%** -—- -
JOO04 1 mg/kg 40,7 +4,4 23,4 +3,6%* 10,4 + 1,7%**
JO04 5 mg/kg 35,6 +4,2%* 22,5 +3,2%* 13,3 +2,8%**
JO04 10 mg/kg 25,3 £ 3,0%** 25,9 +3,8%* 15,6 + 2,5%**

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

5.6 Modelo da bolsa de ar subcutaneo
5.6.1 Contagem de leucdcitos totais na cavidade de ar subcutanea estéril

Observamos que houve uma diminui¢ao na quantidade de leucocitos totais nos grupos
tratados com JO-04 nas doses de 5 ¢ 10 mg/kg, e também com o grupo tratado com a
dexametasona, na ordem de 66,2%, 64,9% e 77,9% respectivamente, indicando que o composto
JO-04 e a dexametasona foram capazes de reduzir a migracao leucocitaria induzida pela

carragenina presente na bolsa de ar subcutaneo (Figura 43 A) (Tabela 12).

5.6.2 Quantificacdo de mediadores inflamatdrios

Na determinagdo da producdo de TNF-a e IL-15, observamos que a administragdo do
composto JO-04 foi capaz de inibir a producgdo destas citocinas com a dose de 10 mg/kg em
64,7% e 66,3%, respectivamente (Figura 43 B e 43 C). Com relagdo a IL-6, observou-se que a
dose de 10 mg/kg apresentou reducdo significativa de 75,3%, enquanto a dose de Smg/kg
diminuiu 37,3% (Figura 43 D). A administragdo subcutanea de dexametasona reduziu a
concentracdo das seguintes citocinas pro-inflamatorias: TNF-a — 65,8%, IL-15 — 60,4% e IL-6

—71,7% (Figura 43) (Tabela 12).
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Figura 43 - Efeito do composto JO-04 na quantificaciio de leucdcitos totais (A), e de citocinas (B- TNF-a, C-
IL-1P e D-IL-6) a partir do teste bolsa de ar subcutineo. Os animais foram pré-tratados com solucio salina,
veiculo, dexametasona (2,25 mg/kg; s.c.) e o0 JO-04 (1, 5 e 10 mg/kg). Na bolsa de ar subcutineo foram
aplicadas soluciio salina e carragenina. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6) da
concentraciio de leucocitos ou de citocinas. A significincia estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001)
foi calculada entre o grupo controle que recebeu solugido carragenina por via subcutinea e os grupos
tratados com veiculo, dexametasona e doses crescentes do composto e a significincia estatistica (###p <
0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu soluciio salina e o grupo controle que recebeu solucio
carragenina por via subcutinea, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
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Tabela 12 - Quantificacio de citocinas no modelo de bolha de ar subcutéineo.

Tratamentos Numero de IL-1B (pg/mL) TNF-a (pg/mL) IL-6 (pg/mL)
leucocitos totais | (Média + EPM) | (Média + EPM) (Média + EPM)
(x 10%/mL)
(Média + EPM)
Controle solucao 3,4+0,6 30,1 +4,2 306,4 + 42,2 298,2 + 26,3
salina
Controle solucao | 40,2 + 6,3### 702,3 + 85, 2### | 1322,5 + 132,2### | 2635,0 + 321,0###
carragenina
Veiculo 38,2+4,5 687,9 + 71,2 1356,4 +152,0 2785,0 +284,4
Dexametasona 8,9 £ 1,5%** | 2782 +26,3%** 452,4 + 54,2%** 745,2 £+ 74,2%**
JOO04 1 mg/kg 36,7+ 4,8 721,3 + 85,2 1296,0 + 15,2 2536,1 +253,2
JO04 5 mg/kg 13,6 + 5,4%* 523,6 + 55,2 956,3 +102,3 1652,1 +202,3*
JO04 10 mg/kg 14,1 +4,3*%* | 236,9 + 36,9%** 466,7 + 48,5%** 652,3 + 89,4%**

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

5.7 Avaliacao toxicologica aguda

O composto JO-04 foi avaliado quanto a toxicidade aguda em camundongos. O valor de

DL 50 > 300 mg/kg foi encontrado, pois até a administragdo de 300 mg/kg (30x maior que a

maior dose usada nos modelos) ndo foram observados sintomas de intoxicagdo (convulsao,

hiperatividade, perda do reflexo de endireitamento, alteragdo da frequéncia respiratoria e

sedacdo) e mortes nos animais.
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6 DISCUSSAO

Com a finalidade de alcangar os objetivos propostos por este estudo, foram utilizados,
diversos modelos de nocicepcdo e inflamacdo. Os modelos apresentados se diferem mediante
suas caracteristicas proprias tais como sensibilidade e especificidade. As atividades
antinociceptivas e anti-inflamatoérias do composto 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenil
propanoato de 2-(3benzil fenila), nomeado JO-04, foram testadas nos respectivos modelos em
camundongos, neste trabalho.

A fim de comegar o estudo sobre a atividade antinociceptiva foi realizado,
primeiramente, o modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Visto que este
modelo vem sendo usado, classicamente para analisar o potencial antinociceptivo de novos
agentes analgésicos (Mohamad et al., 2010). Sendo frequentemente aplicado como triagem na
avaliacao de nocicepcao em camundongo a partir de um estimulo quimico, ou seja, ¢ um modelo
simples e rapido geralmente utilizado como screening de drogas. Ele ¢ usado para analisar
farmacos ou compostos com potenciais antinociceptivos, com uma alta sensibilidade, onde
diversos mediadores inflamatérios sdo liberados, por meio da dor caracteristica deste processo,
que estimula os nociceptores, receptores sensoriais periféricos. Estes receptores tém
participacao na sensibilidade do organismo aos AINEs e narcoticos (Batista et al., 2016).

O acido acético gera um efeito algésico, desencadeado por uma reagdo inflamatéria
aguda. Esta estd envolvida com a liberacdo de mediadores inflamatorios como serotonina,
histamina, bradicinina, prostaglandinas e leucotrienos (Verma et al., 2005; Bahamonde et al.,
2013), induzido pelas enzimas envolvidas no processo infamatério como as lipooxigenases
(LOX) e as ciclooxigenases (COX) (Ikeda et al., 2001).

Ademais, observa-se que a reagao nociceptiva propria desse modelo, pode ser explicada
pela acao de diversos mediadores inflamatorios e da acdo do acido acético sobre os macrofagos
e basofilos existentes na cavidade intraperitonial, provocando liberagdo de citocinas como TNF-
o, IL-15 ¢ IL-8, que estimulam neurdnios aferentes primarios, este estimulo aumenta a liberacao
de glutamato e aspartato, no fluido cérebro-espinhal (Feng et al., 2003). Ressaltam-se as agdes
de permeabilidade vascular e vasodilatacdo desencadeadas pelo acido acético (Verri et al.,
2006; Parveen et al., 2007). Por isso, enfatiza-se que o teste de contor¢des abdominais ¢
relevante, porque possibilita a comparagdo dos demais grupos com o grupo controle, como
mostra a Figura 33, sendo justificavel salientar a existéncia de vias de agdes inflamatérias e

algésicas.
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O composto JO-04, por meio de sua habilidade de diminuir o nimero de contorgdes
abdominais quando comparado ao grupo controle, demonstrou atividade antinociceptiva,
principalmente na maior dose. Todavia esse modelo experimental, ndo contribui para o
esclarecimento do mecanismo de a¢do responsavel por esse efeito antinociceptivo.

O modelo de formalina foi aplicado com a finalidade de melhor caracterizar a atividade
antinociceptiva do composto, pois trata-se de um modelo mais especifico, que discrimina a agao
antinociceptiva sobre a dor ndo inflamatdria e inflamatéria. Na 1° fase deste modelo, que
comeca logo ap6s a administragdo da formalina, o mecanismo incumbido do efeito nociceptivo,
ocorre devido a estimulagdo de forma direta das fibras C sensoriais mediante os receptores
TRPA1 (Mcnamara et al., 2007). Alega-se também que mediadores tais quais bradicinina e SP
estejam envolvidos neste mecanismo neurogénico (Parada et al., 2001). Nesta fase neurogénica
da nocicepgao, farmacos que agem no SNC, como os opioides, representam os agentes atuantes
mais importantes (Ferreira ef al., 2006). Entre 15-30 minutos, que corresponde a 2° fase deste
modelo, sdo liberados em consequéncia da administracdo de formalina, mediadores
inflamatorios como bradicinina, interleucinas, serotonina, histamina, PGs, TNF-a ¢ aminas
simpatomiméticas (Milano et al., 2008). Farmacos que agem na periferia inibem apenas a 2°
fase, enquanto que fArmacos que agem, sobretudo, no SNC, inibem as duas fases (Fischer et
al., 2008).

Os resultados apresentados sugerem que as maiores doses do composto JO-04 (5 e
10mg/kg), da mesma forma que a morfina (um farmaco que atua a nivel central), apresentaram
atividade sobre as duas fases do modelo, sugerindo atividade antinociceptiva neurogénica.
Entretanto, o &cido acetilsalicilico apresentou atividade apenas na 2° fase, sugerindo atividade
antinociceptiva periférica-inflamatoria.

O modelo de imersdao da cauda em agua quente foi executado usando doses crescentes
do composto JO-04, na tentativa de comprovar a atividade antinociceptiva central, demonstrada
do modelo de formalina. Este modelo analisa os mecanismos espinais que participam da
antinocicepcdo, por meio de estimulo térmico, que desencadeia uma reagdo, nos animais, de
retirada de cauda, mediante um movimento reflexo de origem espinal vigoroso e rapido
(Camarata e Yaksh, 1985). Sendo apontado como um reflexo espinal, assim como consegue
abranger estruturas superiores neuronais e, por conseguinte, detecta especialmente analgésicos
que atuam no SNC (Le Bars et al., 2001).

O composto JO-04 produziu atividade antinociceptiva no modelo imersdo da cauda em
agua quente com as maiores doses administradas (5 e 10 mg/kg), aumentando o tempo de

laténcia, assim como a morfina. Esta apresentou uma a¢do mais tardia, com diferenca
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significativa somente em 60 min apds a administragdo do composto. Esta agdo tardia deve-se
ao efeito de primeira passagem, também denominado por efeito de primeira passagem hepatico,
que diminui 75%, aproximadamente, da biodisponibilidade da morfina, administrada por via
oral (Brunton, 2018), como também devido a sua absorcao intestinal irregular (Baltieri et al.,
2004). Este resultado sugere que no efeito do composto JO-04, existe o envolvimento de
mecanismos neurogénicos.

Na tentativa de se investigar por quais vias o composto JO-04 estd exercendo seus
efeitos, realizamos o uso de antagonistas, inibidores e precursor ainda neste modelo. Sendo
assim, procuramos analisar o envolvimento direto de receptores opioides, por meio da
administracdo de naloxona, um antagonista ndo seletivo de receptores opioides. Tanto de
maneira estimulatoria quanto inibitoria, a via descendente da dor, pode ser modulada por
diversos sistemas que regulam a nocicep¢ao. No fendmeno de transmissdo, a ativacao de
regidoes encefalicas tais quais a periventricular e periaqueductal, promove a liberacdo de
substancias neuromoduladoras, por exemplo, os peptideos opioides. Estes exercem efeito
analgésico agindo por intermédios de receptores especificos (i, x e §). Todavia, esta via ndo
demonstrou influenciar na agdo do composto JO-04, pois a naloxona ndo foi capaz de inibir os
efeitos do composto no modelo utilizado.

Apurou-se também a participacao da via nitrérgica (NO) na antinocicep¢ao induzida
pelo composto JO-04 na dose de 10 mg/kg, no modelo de imersdo de cauda em agua quente,
com a administracdo prévia de L-NAME (inibidor nao seletivo da 6xido nitrico sintase), L-
arginina (precursor de 6xido nitrico) e ODQ (inibidor seletivo da guanilato ciclase sensivel ao
oxido nitrico). Em virtude desta via desempenhar uma fungdo relevante na regulacao da
nocicepg¢ao e diversas pesquisas farmacologicas indicarem o envolvimento do 6xido nitrico no
fenomeno de nocicepcao (Haley et al., 1992). A estimulacdo da enzima guanilato ciclase
soluvel ¢ de responsabilidade do NO, como também por consequéncia deste fato, a elevacao
dos niveis de GMPc intracelular, atuando como segundo mensageiro em muitas células. A
participacdo do NO na sensagdo dolorosa ¢ complexa. Menciona-se ocorrer inibi¢gdo na
hipernocicep¢do provocada por PGE;, quando se administra doadores de NO, tal qual L-
NAME, um inibidor da enzima 6xido nitrico sintase, responsavel pela sintese de NO, ademais
variadas pesquisas ja evidenciaram o envolvimento desta via na ac¢do analgésica dos opioides
(Dickenson, 1995).

Um estudo demonstrou, por meio de ensaios in vivo € in vitro, que a ativagao da via do

NO, pela morfina e de agonista de receptores opioides do tipo «, ¢ dependente da estimulagio
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da via PI3Ky/AKT. Uma vez sintetizado, o NO é capaz de estimular a enzima guanilato ciclase
a catalisar a conversdo do trifosfato de guanosina (GTP) em GMPc (Cunha et al., 2010).

Viérios estudos experimentais demonstram que a sintese de GMPc pelo NO, promove a
abertura de canais para potdssio sensiveis a ATP (KATP) (Soares e Duarte, 2001). O GMPc ¢
capaz de modular, direta ou indiretamente (via ativacdo da proteina quinase G, PKG), a
atividade destes canais, favorecendo o efluxo de ions potdssio e a hiperpolarizagdo da célula
neuronal, resultando em antinocicepg¢ao (Han et al., 2001). A PKG ¢ uma proteina quinase que
¢ estimulada seletivamente, mas ndo exclusivamente, pelo GMPc. Uma vez estimulada, a PKG
induz a inibigdo da atividade da fosfolipase C, do 1, 4, 5-inositol trifosfato e de canais de Ca*",
além de estimular a atividade da Ca*>* ATPase e de canais de K*ATP (Sachs et al., 2004).

Com o intuito de se investigar a participagdo de canais de K" ATP, na acdo
antinociceptiva do composto JO-04, foi administrado previamente, glibenclamida, um
bloqueador de canais de K" ATP. Vérias pesquisas mostram a participa¢do destes canais no
fenomeno de dor. Menciona-se que a estimulacdo dos mesmos reduz a concentragio de Ca™
intracelular, através da hiperpolarizagdo celular, diminuindo a liberagdo de neurotransmissores,
colaborando para reducdo da neurotransmissao e, consequentemente promovendo
antinocicepc¢ao. Dependendo da regido em que estdo situados, esses canais conseguem atuar de
maneira indireta ou direta na via de sinalizagdo da dor (Asano ef al., 2000; Ocana et al., 2004).
No SNC, a abertura de canais K" ATP, aparenta realizar uma agio na antinocicep¢do impelida
por morfina e encefalinas, como dito anteriormente, estas sdo opioides enddgenos, visto que a
acdo antinociceptiva destes opioides é antagonizadas por bloqueadores de canais de K™ ATP,
como a glibenclamida (Reis, 2006).

Em nosso experimento a dose testada de L-NAME foi capaz de inibir o efeito do
composto JO-04, no modelo de retirada de cauda, enquanto que a L-arginina, ODQ e
glibenclamida, ndo influenciaram no efeito do composto, como observado na Figura 37,
demonstrando assim que a via nitrérgica participa do mecanismo de a¢do do composto,
mediante inibi¢do ndo seletiva da 6xido nitrico sintase. No entanto, ndo havendo envolvimento
da via inibitoria da guanilato ciclase e de canais K" ATP.

Dando sequéncia a investigacdo do mecanismo de acdo do composto JO-04,
averiguamos o envolvimento da via colinérgica no efeito do composto, por meio da
administracdo prévia de atropina (antagonista ndo-seletivo de receptor colinérgico muscarinico)
e mecamilamina (antagonista ndo seletivo de receptor colinérgico nicotinico). A via colinérgica
possui um papel que ndo estd bem esclarecido na antinocicep¢do. Segundo Millan (2002), a

acetilcolina (ACh) pode atuar na dor das seguintes maneiras: na ativacao de vias descendentes
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nao-colinérgicas como mediador da via inibitoria; na mediacdo dessa via de forma direta, ou
sua propria liberagdo a partir de interneurdnios localizados no corno dorsal da medula espinhal.
A ACh modula a nocicep¢do também, através de efeitos complexos mediados através de varias
classes de receptores muscarinicos e nicotinicos. Além disso, os inibidores da
acetilcolinesterase (enzima responsavel pela inibicdo da acetilcolina) tem tido um papel de
potenciar a antinocicep¢do (Millan, 2002). Os efeitos de inibi¢do da nocicep¢do da ACh no
corno dorsal da medula espinhal, se d4 predominantemente através de mecanismos envolvendo
receptores muscarinicos.

Sabe-se que agonistas de receptores nicotinicos neuronais produzem efeito
antinociceptivo predominantemente pela ativacdo de via inibitoria descendente a partir da
ativacao de diferentes niicleos supraespinais incluindo talamo, nicleo magno da rafe e nacleo
tegumental pedunculopontino (Bitner ef al., 1998; Jurna et al., 1993). A grande distribuigao de
diferentes subtipos de receptores nicotinicos neuronais pode ser responsavel por mais de um
mecanismo relacionado ao efeito antinociceptivo atribuido a ativagdo desses receptores
(Picciotto et al., 2000; Roberts et al., 1995; Zoli et al., 1995).

A atropina foi capaz de inibir o efeito do composto JO-04, no modelo de imersdao da
cauda em agua quente, demostrando dessa forma que os receptores muscarinicos participam do
mecanismo de acdo do composto. Enquanto que a mecamilamina nao foi capaz de reduzir o
efeito do composto, demostrando assim que os receptores nicotinicos ndo participam do
mecanismo de acdo do composto.

Ainda no imersao da cauda em agua quente, com intuito de prosseguir na investigacao
do mecanismo de acao do composto, utilizamos a ondansetrona, antagonista seletivo de
receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3. O sistema serotoninérgico ¢ uma das vias que tem
um papel relevante na modulagdo da nocicepgao, por isso também foi avaliada sua participagcao
na atividade antinociceptiva do JO-04. A serotonina tem sido associada com o processamento
e modulagdo da dor tanto no SNC quanto no SNP. E liberada das plaquetas e mastdcitos apds
lesdo, sendo o efeito algésico ou analgésico dependente do sitio de acdo e do subtipo de receptor
ativado. Existem varios receptores para serotonina e estudos mostram que os receptores SHT1A,
SHT2 e 5SHT3 estao presentes nas fibras aferentes do tipo C. A serotonina atua em combinacao
com outros mediadores inflamatorios e pode estimular e sensibilizar as fibras aferentes,
contribuindo para uma sensibilizagdo periférica e hiperalgesia inflamatoria (Sommer, 2004).
Os receptores 5-HT3, estdo envolvidos nas vias nociceptivas, desempenhando um papel pro-
nociceptivo ¢ mediando os controles excitatorios descendentes que permitem aos neurdnios

medulares codificar totalmente os estimulos periféricos (Barann, 1993). A ondansetrona
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diminui a dor neuropatica benigna cronica, esse efeito parece ser produzido por uma agao sobre
os neurdnios medulares que codificam e transmitem estimulos nociceptivos periféricos. A
capacidade da ondansetrona de bloquear os canais de sédio e o receptor 5-HT3 aventou a
hipotese de que ela tenha propriedades antinociceptivas, provavelmente de modo semelhante
aos anestésicos locais. Apesar de os anestésicos locais terem estruturas hidrofilicas e
hidrofobicas separadas por uma ligacdo intermedidria amida ou éster, uma estrutura que
ondansetrona nao tem (Ye, 1997; McCleance, 2003). Todavia a ondansetrona ndo foi capaz de
inibir os efeitos do composto JO-04 no modelo de imersao da cauda em agua quente, sugerindo
que os receptores serotoninérgicos 5S-HT3 nao participem do mecanismo de agao do composto.

Com intuito de prosseguir na investigagdo do mecanismo de acdo do composto,
utilizamos a ioimbina, antagonista adrenérgico a2, visto que a via adrenérgica descendente
inibitéria da dor ¢ muito relevante. As projecdes de neurdnios adrenérgicos ao corno dorsal,
desempenham acgdes diversas, pro ou antinociceptivas, através da a¢do da NA sobre seus
receptores, conforme o tipo de receptor ativado e sua localizagdo. A ativagdo dos receptores
inibitérios a2 pods-sinapticos no corno dorsal provoca uma reducdo moderada da estimulacao
dos neurdnios de projecao pelas fibras aferentes primarias, € também uma redugdo na liberacao
de transmissores pro- nociceptivos, como a substancia P e o glutamato, a partir de seus terminais
(Millan et al., 1999). Desta forma, a ativacdo espinhal destes receptores constitui uma
importante estratégia terap€utica, e agonistas seletivos a2 t€m sido amplamente utilizados na
clinica (Eisenach, 1995). Todavia, a ioimbina ndo foi capaz de influenciar no efeito do
composto, demonstrando assim que a via adrenérgica nao participa do mecanismo de ac¢ao do
JO-04.

Com o propdsito de se analisar uma possivel interferéncia de comprometimento motor
nos resultados alcancados, realizamos o modelo de campo aberto. Pesquisas relatam que a agao
miorrelaxante nao especifica e a sedagdo do SNC podem diminuir a coordenagdo motora, a
saber, a movimentagdo de retirada de cauda no modelo de imersdo da cauda em agua quente,
como também a lambedura da pata no modelo da formalina (Soja et al., 2002). Os modelos de
contor¢des abdominais, retirada de cauda e formalina, utilizados para avaliar a atividade
antinociceptiva, demandam dos animais, respostas motoras, podendo gerar resultados falso-
positivos, se acontecesse, por sedacdo e/ou relaxamento muscular, perda da coordenagao
motora dos camundongos. No entanto, neste modelo ndo houve alteragdo significativa na
atividade locomotora dos animais pelo uso do composto JO-04, demonstrando assim que 0s

efeitos antinociceptivos observados do composto ndo sofreram interferéncia da fungdo motora.
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Mediante o resultado do modelo da formalina na 2° fase, com as doses de 5 e 10 mg/kg
de JO-04, revelando uma possivel atividade anti-inflamatoria, fizemos a investigacdo do seu
potencial anti-inflamatorio. Sendo assim, o composto foi avaliado no modelo de edema de pata
induzido por carragenina, que ¢ um modelo experimental usado para triagem de substancias de
carater anti-inflamatoério e tem sido frequentemente utilizado para avaliar o efeito
antiedematogénico, exibindo um elevado grau de reprodutibilidade (Thomazzi et al., 2010). A
carragenina ao ser administrada por via intraplantar, desencadeia acentuada vasodilatagdo, bem
como extravasamento plasmatico, através da liberacdo de mediadores que favorecem, a
migragdo intensa, ao sitio da inflamacao, pelas células. Assim se estabelece como um modelo
atrativo para triagem de novas moléculas anti-inflamatorias (Henriques et al., 1987). A
carragenina induz uma inflamacao designada por bifasica, visto que nas 2 primeiras horas apos
a injecdo, a primeira fase, acontece a liberagdo de mediadores inflamatdrios, tais quais
serotonina e histamina. Enquanto a segunda fase, nas duas ultimas horas, ¢ intermediada por
produtos da COX 1 e 2, como prostaglandinas, seguidamente pela atuacdo das cininas (Chyad
et al.,2016).

O composto em estudo, somente na sua maior dose, 10 mg/kg, diminuiu o edema de
pata induzido pela carragenina, nos tempos de 2 € 3h apds a injecao da mesma, indicando dessa
maneira, uma provavel acao de inibigao sobre os mediadores inflamatorios, ressaltando assim
sua acao anti-inflamatoria e antiedematogénica, paralelamente, apenas a dexametasona inibiu a
formacao do edema em todos os tempos.

Com o objetivo de caracterizar melhor o envolvimento do composto JO-04 em inibir o
edema de pata e sua influéncia sobre os mediadores histamina, serotonina e bradicinina, na
mediacdo de seu efeito anti-inflamatorio, avaliamos o efeito do JO-04 nos edemas de pata
induzidos pela inje¢do intraplantar de histamina, serotonina e bradicinina. Visto que a
serotonina, histamina e bradicinina agem em curto prazo na dindmica da inflamagao aguda
(Kumar et al., 2010; Rang e Dale, 2012) nossas analises foram concentradas na primeira hora
apos a administragao destas substancias.

A histamina ¢ uma amina vasoativa, como ja dito anteriormente, que executa uma
funcdo essencial na dindmica da inflamacao devido ao fato de elevar a permeabilidade vascular,
iniciando assim uma vasodilatagdo promovida pela ligacdo dela a seus receptores H;i
encontrados nas células do endotélio. A mesma atua, sobretudo, nas vénulas pds capilares, cuja
a abertura das jungdes do endotélio promoveriam ao extravasamento elevado de proteinas
plasmaticas, com consecutiva contragdo e separacdo das células do endotélio, possibilitando,

assim a diapedese dos leucoécitos (Amann et al., 1995). Nos mastocitos, nos granulos
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citoplasmaticos e, nos basofilos na corrente sanguinea, sdo os principais locais de
armazenamento da histamina nos tecidos (Kumar et al., 2010). Ademais, a histamina exerce
uma acdo ativadora sobre a fosfolipase A2, enzima participe da sintese de prostaglandinas e
leucotrienos a partir dos fosfolipideos de membrana e, por conseguinte, envolvida na sintese
final de PGs (Grosser et al., 2010). O composto nas maiores doses (5 e 10 mg/kg) e a
prometazina, classificada como inibidora de receptores Hi, reduziram a formagdo do edema
induzido por histamina. Portanto, pode-se inferir que o mecanismo pelo qual o composto exerca
seu efeito anti-inflamatorio parece ser capaz de afetar a resposta desencadeada pela histamina.
Assim, pode-se sugerir que o mesmo pode inibir a formacao e/ou agao da histamina, impedindo
consequentemente seu efeito sobre a mobilizagdo do 4acido araquidonico precursor das
prostaglandinas e leucotrienos dois importantes mediadores inflamatorios lipidicos que
realizam a vasodilatacdo com aumento da permeabilidade vascular e formagao do exsudato.

A 5-HT foi administrada nos animais i.pl.,, para induzir o edema de pata. Ela ¢
encontrada, de forma abundante, nas células enterocromafins do trato gastrointestinal. No
entanto, ja foram relatadas reservas desse mediador em plaquetas, células do sistema nervoso
central e mastocitos (murinos) (Nagata et al., 2001). Quando liberada por c€lulas inflamatorias,
a 5-HT atua em diversos estagios do processo inflamatério, como nas alteragdes vasculares,
com aumento da permeabilidade e promove direta ou indiretamente o recrutamento de
leucdcitos. Os receptores serotoninérgicos, tais como 5-HT; e 5-HT3, foram descritos por
estarem associados com a modulagdo da degranulagdo de mastdcitos (Shajib e Khan, 2015;
Theoharides ef al., 2012). Dessa forma, este mediador estd atuando na fase inicial do processo
inflamatorio.

O composto em todas as doses testadas 1, 5 e 10 mg/kg reduziu o edema de pata
induzido pela serotonina, semelhantemente a reducao promovida pela dexametasona, um anti-
inflamatorio esteroidal (AIEs). Portanto, pode-se inferir que o mecanismo pelo qual o composto
exerca seu efeito anti-inflamatorio parece ser capaz de afetar a resposta desencadeada pela 5-
HT. Assim, pode-se sugerir que o mesmo inibe a formagdo e/ou acdo da 5-HT, impedindo
consequentemente seu efeito sobre a mobilizagdo do acido araquidonico precursor das
prostaglandinas e leucotrienos, dois importantes mediadores inflamatorios lipidicos que
realizam a vasodilatacdo com aumento da permeabilidade vascular e formag¢do do exsudato.

A bradicinina (BK) induz sensibilizacdo do nociceptor direta e indiretamente. O efeito
indireto ¢ dependente da producdo de mediadores de agdo direta, tais como as PGs e as aminas
simpaticas, que sensibilizam os nociceptores (Cunha et al., 2008). Tais mediadores agem

preferencialmente nos receptores metabotropicos da membrana neuronal das fibras C e dos
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nociceptores silenciosos e sdo responsaveis por reduzir o limiar do nociceptor e aumentar a
excitabilidade da membrana neuronal, gerando sensibilizacdo central e facilitando a liberagado
de neuropeptidios relacionados a dor (Verri et al., 2006; Rahbardar et al., 2017). A BK ¢ uma
proteina presente no sistema das cininas, que tem acdo pro-inflamatdria, promove a
vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular, alteracdes celulares e hiperalgesia
(Campos e Calixto, 1995; Maurer et al., 2011). A BK também atua conduzindo agdes
intrinsecas ao processo inflamatorio, estimulando neuroénios que liberam neuropeptidios, como
a substancia P, provocando a algesia (Calixto, 2004). Ademais, a BK ativa a fosfolipase A2
liberando acido araquidonico, a sintese de citocinas como IL-1f e TNFa em células
inflamatorias. Pesquisas demonstram que receptores do tipo B1, que sdo ativados ao interagirem
com a BK, estdo sendo apontados como envolvidos na formagao ¢ na manutengdo dos sinais
cardinais da inflamagao aguda (Campos e Calixto, 1995).

Neste trabalho, o composto JO-04, reduziu a formagao de edema induzido pela BK, em
todas as doses testadas, 1, 5 e 10 mg/kg, semelhantemente a dexametasona, um anti-
inflamatorio esteroidal (AIEs). Assim, pode-se sugerir que o mesmo inibe a formagao e/ou agao
da BK, impedindo, consequentemente, seu efeito sobre a mobilizacdo do acido araquidonico
precursor das prostaglandinas e leucotrienos dois importantes mediadores inflamatérios
lipidicos que realizam a vasodilatagdo com aumento da permeabilidade vascular e formacao do
exsudato.

Desse modo, a capacidade do composto JO-04 em reduzir a formagdo do edema de pata
induzido por histamina, serotonina e bradicinina sugere que ele seja capaz de interferir no
estabelecimento inicial do processo inflamatorio, uma vez que estes mediadores sdo os mais
importantes nesta fase do processo inflamatério agudo.

Realizamos o modelo de bolsa de ar subcutaneo, com a finalidade de melhor caracterizar
o efeito anti-inflamatério do composto JO-04, demonstrado no modelo de edema de pata. A
bolsa de ar subcutanea ¢ um modelo usado para estudar a inflamag¢ao cronica e aguda, sendo
realizado através de inje¢ao subcutinea, no dorso do animal, de ar estéril. Linhagens de células,
inicialmente fibroblastos e macrdéfagos, formam o tecido da bolsa, de forma semelhante a
cavidade sinovial. Mediante este modelo, ¢ possivel quantificar a resposta inflamatoria a partir
da analise do volume e composi¢do do exsudato, visto que pode ser injetada diversas
substancias designadas irritantes para desencadear inflamagao nesta area (Duarte et al., 2005).

Quando administramos na bolsa de ar, como ja dito anteriormente, a carragenina produz
no local uma reagdo inflamatoéria ndo imunologica, caracterizada pela sintese abundante de

mediadores inflamatorios, dentre estes prostaglandinas, leucotrienos e citocinas, assim como
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influxo expressivo de leucocitos, sobretudo neutrofilos. Estes parametros podem ser
quantificados e utilizados para determinar o grau de inflamagao, a resolu¢do da inflamagao ou
a atividade anti-inflamatéria de farmacos (Jain ef al., 2011). A chegada de leucocitos vindo do
sangue para a regido da inflamacdo representa um evento muito importante da resposta
inflamatoria. Inicialmente, reagdes inflamatorias, sdo qualificadas por um influxo de neutrofilos
para a area inflamada, e mais tarde, verifica-se um intenso fluxo de eosindfilos e células
mononucleares.

A migracao leucocitaria induzida pela carragenina foi reduzida pela administracao
prévia do composto JO-04, nas doses de 5 e 10 mg/kg, quando comparado ao grupo controle.
O exsudato inflamatorio foi coletado para quantificacao de citocinas inflamatérias. O composto,
na dose de 10 mg/kg foi capaz de reduzir a producdo/liberagdo das citocinas TNF-a ¢ IL-1f
(inibicdo de 64,7% e 66,3%, respectivamente; ***p < 0,001). Enquanto que nas doses de 5 e
10 mg/kg, o JO-04 reduziu a producao/liberacao de citocina IL-6, (inibicdo de 37,3% e 75,3%,
respectivamente; ***p < 0,001).

As citocinas IL-15 ¢ TNF-a estdo entre as mais fundamentais citocinas envolvidas na
dor inflamatoria e na inflamacao, na fase aguda. Seus principais efeitos sdo estimulacao das
células do endotélio, dos leucocitos e incitacao de reagdes sistémicas de fase aguda. O TNF-a
faz parte da cascata de inflamacgao, ocupando uma posi¢ao de destaque no topo da mesma, sendo
incumbido de estimular os linfocitos, estimular a liberagdo de enzimas proteoliticas pelos
macréfagos, como também a sintese de outras citocinas inflamatorias. Além de executar outros
efeitos, tais quais estimular a coagulagdo, ativar a expressao ou liberacdo de moléculas de
adesdao, PGE», PAF, glicocorticoides e eicosanoides, e influenciar a apoptose celular (Cruvinel,
2010). A IL-1p age na inflamagdo sistémica por intermédio da ativagdo da COX-2, com a
formacao de PGE: no hipotalamo anterior, provocando febre. Além disso desencadeia o
aumento de SP, NO (por causa da estimulacao da enzima 6xido nitrico sintetase) e moléculas
de adesdao do endotélio, tendo relevante papel no desenvolvimento € na permanéncia da dor
(Zhang, 2007).

Nossos resultados revelam que o composto JO-04 inibiu a sintese de citocinas pro-
inflamatorias, por isso podemos sugerir que no mecanismo de agdo anti-inflamatorio do mesmo,
o sistema de citocinas esteja envolvido.

0O JO-04 ¢ formado pela unido de duas moléculas originais, o cetoprofeno e o triclosan
(TCS), como ja mencionado. O cetoprofeno ¢ um anti-inflamatorio ndo esteroidal sendo sua
principal aplicacdo clinica como anti-inflamatorio, utilizado no tratamento de distirbios dos

musculos e
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Articulagdes, tais como osteoartrite, artrite reumatoide e em doengas peri-articulares, tais como
tendinite e bursite, porém requer administracao freqliente para manuten¢cdo da concentragao
terapéutica no plasma devido sua curta meia-vida bioldgica (Vergote et al., 2002). Em geral, os
AINEs proporcionam apenas alivio sintomatico da dor e da inflamacdo associados a doenga e
ndo interrompem a progressdo da lesdo patoldgica do tecido (Hardman et al., 2003). Ha
pesquisa que evidencia que a associagdo de morfina com cetoprofeno, permite a diminuigdo da
dose deste opioide em 10% na farmacoterapia para dor severa (Mercadante e Giarratano, 2013).
Existem estudos demostrando que a cafeina potencializa a atividade antinociceptiva do
cetoprofeno. Tais conhecimentos possibilita para os humanos, a selecdo da combinagdo de
farmacos mais eficazes, administrando as menores doses de cada analgésico (Diaz-Reval et al.,
2001). Enfim, as propriedades analgésicas e anti-inflamatorias do cetoprofeno estdo bem
sedimentadas na literatura. Enquanto que o TCS possui um amplo espectro, sendo encontrado
em produtos de higiene pessoal. Este composto ¢ utilizado, sobretudo em sabonetes e pasta de
dentes, além de diversos outros produtos como fArmacos, xampus e desodorantes devido a sua
acdo biocida atuando no combate de bactérias e fungos sendo usado principalmente como
conservante (USEPA, 2006; Vingskes, 2018). No Brasil, ele ¢ liberado para ser usado em
produtos de higiene pessoal sem exceder a concentragdo de 0,30 % (Resolugdo 79/2000)
(Brasil, 2000).

Os resultados apresentados nesta dissertagdo mostram o potencial antinociceptivo e anti-
inflamatério do composto molecular hibrido JO-04, nos modelos experimentais utilizados,
corroborando com os efeitos terapéuticos benéficos das moléculas originais, apesar da sua
DI50, quando calculada no modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, ter
sido maior do que das suas moléculas originais, ou seja, a molécula hibrida ter sido menos
potente no seu efeito antinociceptivo, quando comparada as moléculas originais, o composto
JO-04 apresentou amplo envolvimento de sistemas e mediadores participantes de mecanismos
analgésicos (sistema nitrérgico e colinérgico) e anti-inflamatorios (citocinas pro-inflamatorias,
mediadores como bradicinina, serotonina ¢ histamina). Além disso, esses efeitos sdo
desprovidos de toxicidade aguda. De acordo com os resultados obtidos no modelo de
toxicidade, o composto JO-04 demonstrou DL50 > 300 mg/kg (dose 30x superior a maior dose
usada nos modelos experimentais in vitro), com auséncia de alteragdes comportamentais.
Porém, mais estudos sdo necessarios para o aprofundamento dos mecanismos moleculares

envolvidos na a¢do do composto.
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7 CONCLUSOES

Mediante aos resultados obtidos, pontuamos as seguintes conclusdes:

e O composto JO-04 possui atividade na nocicep¢do aguda, demonstrado através do modelo de
contor¢ao abdominal induzida por acido acético.

¢ O composto JO-04 possui uma menor poténcia na atividade antinociceptiva, quando comparado
as suas moléculas originais no modelo de contor¢des abdominais induzido por acido acético.

e O composto JO-04 demonstrou atividade sobre a dor neurogénica e inflamatoria, diminuindo o
tempo de lambedura em ambas as fases do modelo da formalina nas maiores doses de 5 e 10
mg/kg. A atividade antinociceptiva neurogénica foi confirmada através do modelo de imersao
de cauda em &gua quente.

e Os sistemas colinérgicos muscarinico e nitrérgico parecem estar envolvidos no mecanismo de
acao do composto JO-04.

e Auséncia na participacdo dos sistemas opioide, serotoninérgico, colinérgico nicotinico,
adrenérgico e da via guanilato ciclase/K" ATP sensivel ao 6xido nitrico.

e Auséncia de prejuizo motor ocasionado pelo composto JO-04, confirmando nao haver
influéncia motora sobre a resposta nos modelos algesimétricos.

e Efeito antiedematogénico do composto JO-04 induzido pela inibigao da liberacao e/ou agdo de
histamina, serotonina e bradicinina.

e Atividade anti-inflamatoria do composto JO-04 demonstrada pela capacidade em inibir a
migracdo leucocitaria e inibir os niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-15 e IL-6 no
exsudato inflamatorio do modelo da bolsa de ar subcutanea. Essa acao pode estar relacionada
com a atuacgdo do sistema colinérgico via receptor muscarinico.

e 0JO-04 demonstrou ser um composto seguro para os camundongos, haja vista seu DL50 > 300

mg/kg com a administracdo de uma inica dose, nao mostrando alteragcdes comportamentais.
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