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RESUMO

Potencial anti-inflamatorio de dois novos N-morfolina-3-hidroxi-2-
oxindol, analogos da Convolutamidina A

Larissa Jardim Ramalho Papa Raymundo
Orientadora: Dra. Patricia Dias Fernandes.

Resumo da dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduagéo
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias.

A Convolutamidina A, um alcaloide oxindolico, e seus analogos tem
apresentado inumeras acfes bioldgicas, incluindo agdo anticonvulsivante,
neuroprotetora, antinociceptiva, anti-inflamatéria, dentre outras. Devido a essas
promissoras atividades farmacoldgicas, dois novos anadlogos da Convolutamidina A
(CM02 e CMO03) foram sintetizados e suas atividades biologicas avaliadas utilizando
modelos de inflamagéo in vivo, como a lambedura de pata induzida pela formalina,
hiperalgesia térmica induzida pela carragenina e bolsa de ar subcutanea (BAS). No
método da BAS foram feitas dosagens de mediadores inflamatérios e de espécies
reativas de oxigénio (ROS).

No modelo da formalina, ambos os analogos inibiram significativamente o
tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata injetada com formalina tanto na
primeira quanto na segunda fase, nas trés doses testadas (0,1, 1 e 10 mg/kg). No modelo
da hiperalgesia térmica, os dois analogos foram capazes de aumentar o tempo de
laténcia dos animais na placa quente em um periodo de 6 horas e até 24 horas ap6s 0
tratamento por via oral. No método da bolsa de ar subcutanea induzido por carragenina
foi possivel observar que o pré-tratamento com os analogos foi capaz de reduzir de
maneira significativa a migracdo de leucdcitos para a cavidade gerada no dorso dos
animais. Para CMO02 essa reducdo é percebida a partir da dose de 0,1 mg/kg e para
CMO03 a partir de 1 mg/kg. Com relacdo aos mediadores inflamatérios, CMO02 foi capaz
de reduzir a geracdo de NO e o extravasamento proteico, enquanto que CMO03 além de
promover a reducdo desses dois parametros avaliados, também promoveu a reducdo das
citocinas inflamatérias IL-1B e TNF-a. Com relagdo a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, CM02 ndo promoveu alteracdo na sua producdo, e CM03 promoveu aumento
da sua geracdo. Nossos dados indicam que 0s compostos testados possuem uma
atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva uma vez que reduziram o tempo de
lambedura no modelo da lambedura de pata induzida pela formalina e a hiperalgesia ao
estimulo térmico induzida pela carragenina, além de promover a reducdo de diversos
parametros avaliados no modelo da BAS.

Palavras-chave: 1. Convolutamidina A 2. Atividade anti-inflamatoria 3. Inflamacéo 4.

Migracao celular

Rio de Janeiro
Margo de 2015
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ABSTRACT

Convolutamydine A, an oxindole alkaloid, and its analogues have presented
several biological activities, including anticonvulsant, neuroprotective, antinociceptive,
anti-inflammatory, among others. Because of these promising pharmacological
activities, two new analogues of Convolutamydine A (CMO02 and CMO03) were
synthesized and their biological activity assessed using in vivo models of inflammation
such as, formalin-induced licking behavior test, carrageenan-induced thermal
hyperalgesia and subcutaneous air pouch (SAP). In SAP model quantification of
inflammatory mediators and reactive oxygen species (ROS) were made.

In the formalin model, both analogues significantly inhibited the time the animal
spent licking the formalin injected paw in the first and the second phase at the three
doses tested (0,1, 1 and 10 mg/kg). In the thermal hyperalgesia model, the two
analogues were able to increase the latency of the animals on the hot plate for a period
of 6 hours and 24 hours after oral treatment. In the subcutaneous air pouch model,
induced by carrageenan, was observed that pre-treatment with the analogues were able
to reduce significantly the migration of leukocytes into the cavity created in the backs of
the animals. For CMO2 this reduction started with the dose of 0,1 mg/kg and for CM03
with 1 mg/kg. About the inflammatory mediators, CM02 was able to reduce the
generation of NO and protein extravasation, while CMO03 besides promoting the
reduction of these two parameters evaluated also promoted the reduction of
inflammatory cytokines IL-1p and TNF-a. Regarding the generation of reactive oxygen
species, CM02 showed no difference in their production, and CMO03 promoted increased
of its generation. Our data indicate that the compounds analyzed possess anti-
inflammatory and antinociceptive activity since it reduced the licking response on
formalin-induced licking behavior test and thermal hiperalgesia and in addition it also
promotes the reduction of various parameters on SAP model.

Keywords: 1. Convolutamydine A 2. Anti-inflammatory activity 3. Inflammation 4.
Cell migration

Rio de Janeiro
Marco de 2015
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1. INTRODUCAO



1.1 Convolutamidina A

A Convolutamidina A (Figura 1a) € um alcaloide oxinddlico que possui 0 esqueleto
4,6-dibromo-3-hidroxi-2-oxindol e foi isolado pela primeira vez de um briozoario marinho
chamado Amathia convoluta, originario da Flérida (Figura 1b). Como o isolamento gerava
pequenas quantidades do composto e suas atividades bioldgicas eram promissoras, foi
proposta uma rota de sintese para a obtencdo de uma mistura racémica de convolutamidina A
pelo grupo do professor Angelo da Cunha Pinto, do Laboratério de Quimica Organica, do
Instituto de Quimica da UFRJ (Garden e cols., 1997).

Existem na literatura trabalhos que elucidam algumas atividades da convolutamidina
A como sendo um composto que promove alteracdo em células de leucemia pré-mielocitica
HL-60 (Kamano e cols., 1995) e alguns analogos que possuem acfes como potente
secretagogo do hormdénio do crescimento (Tokunaga e cols.,, 2001), atividade
anticonvulsivante (Popp e cols., 1980) e neuroprotecdo por ativacdo dos canais de potassio
ativados por célcio (Hewawasam e cols., 2002). Recentemente nosso grupo demonstrou
atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria da Convolutamidina A e de dois novos andlogos
(Figueiredo e cols., 2013; Fernandes e cols., 2014).

Devido a facilidade de obtencdo de andlogos e as promissoras atividades dessa classe
quimica, nosso grupo, em parceria com o grupo liderado pela profa. Barbara VVasconcellos, do
Instituto de Quimica da UFRJ, tem buscado verificar o potencial farmacologico de novos

analogos da Convolutamidina A.



Figura 1: Estrutura da Convolutamidina A (a); fotografia do briozoario Amatia convoluta (b)

(Adaptado de Kamano e cols., 1995).

1.2 O processo inflamatorio

A inflamacdo é parte de um processo fisiolégico para reparo de danos ocasionados por
estimulos prejudiciais. Esse evento fisiologico tem como objetivo restaurar a estrutura e
funcdo do tecido e também remover o agente causador da injuria (Lawrence e cols., 2002;
Aller e cols., 2006; Fernandes e cols., 2014).

O processo inflamatorio pode ser dividido em duas categorias — agudo e crbnico -
dependendo de suas caracteristicas patologicas e duracdo. A inflamacdo aguda possui curta
duracdo, de horas até dias e se caracteriza por vasodilatacao, extravasamento de fluidos para o
meio extravascular e migracdo de células, principalmente neutréfilos, para o local da injdria.
Em alguns casos pode ocorrer ativacdo da cascata de coagulacdo. A inflamacao cronica, por
sua vez, pode durar semanas, meses ou até mesmo anos, e se caracteriza pela infiltragdo de
celulas mononucleares e fibrose no tecido afetado. Nessa fase esta ocorrendo
simultaneamente um processo de inflamagdo ativa com destruicdo do tecido afetado e
tentativas de reparo (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

As caracteristicas macroscopicas da fase inicial do processo inflamatério foram
descritas, no inicio do primeiro século, por Cornelius Celsius, como os sinais cardinais da

inflamacdo: calor, rubor, edema ou tumor e dor. Posteriormente foi adicionada a perda de
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funcéo, que pode ocorrer com o prolongamento desse processo (Figura 2) (Medzhitov, 2010;

Alessandri e cols., 2013).

Figura 2: Sinais cardinais da inflamacéo (Adaptado de Lawrence e cols., 2002).

Além dos sinais cardinais da inflamacdo foi estabelecida a base celular dessa
patologia, que conta com a participacao da imunidade inata e adaptativa. Essas duas respostas
sdo 0os componentes principais do sistema de defesa do organismo. A imunidade inata age
como a primeira linha de defesa contra os estimulos ndxicos, providenciando os efetores
necessarios em forma de fagécitos e granuldcitos para lidar com os estimulos danosos iniciais.
E a partir dai, essa resposta dispe dos sinais necessarios para instruir o sistema de imunidade
adaptativa a montar sua resposta (Lawrence e cols., 2002). A resposta adaptativa é geralmente
mais rapida e de magnitude maior em uma exposi¢do subsequente ao agente nocivo. Sua
ativacdo é ocasionada através da apresentacdo de antigenos aos linfocitos T, que quando
ativados produzem citocinas e ampliam os sistemas de imunidade inata e adaptativa (Cone,

2001; Lawrence, 2002; Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).



1.2.1 Eventos vasculares

Na reacdo inflamatdria, logo apds a injuria ao tecido, ocorre uma vasoconstricao
inicial transitoria que é rapidamente substituida pela vasodilatacdo. Essa vasodilatacdo é uma
caracteristica classica da inflamagdo aguda, clinicamente caracterizada pela vermelhiddo e
calor local e tem como objetivo facilitar a chegada de mediadores sollveis e células
inflamatorias ao local da injdria (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Alessandri e cols., 2013).

A transicdo da vasoconstricdo para a vasodilatagdo € mediada por diversos
mediadores, como por exemplo, produtos endoteliais e mediadores derivados de mastécitos
como os leucotrienos, prostaglandinas e, em particular, a histamina. Contudo, a vasodilatacdo
ocorre principalmente pela acdo do éxido nitrico (NO) e das prostaglandinas (PGs).

O NO é sintetizado, a partir da L-arginina, através da ativacdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), que é encontrada no endotélio (NOSe), nos neur6nios (NOSn) e em leucdécitos
ativados (NOSi). Depois de produzido ele é capaz de promover relaxamento da musculatura
lisa e consequente vasodilatacdo. As PGs com acdo vasodilatadora séo a PGlz, PGD», PGE; e
PGF»,, que sdo sintetizadas a partir do &cido araquiddénico pela agdo das ciclo-oxigenases
(COXs) (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

Simultaneamente a vasodilatacdo ocorre formacdo do edema, outro sinal inicial do
processo inflamatério. O edema é causado pelo fluxo de fluido rico em proteinas do
compartimento intravascular para o intersticio como resultado da acdo de histamina,
bradicinina, leucotrienos, componentes do complemento, substancia P e o fator de ativacdo
plaquetaria (PAF). Esses mediadores alteram as funcbes de barreira dos vasos sanguineos,
causando contracdo das células endoteliais e permitindo a formacdo de lacunas entre elas
aumentando a permeabilidade de capilares e vénulas. (Monaco e cols., 2003; Sherwood e

Toliver-Kinsky, 2004).



A vasodilatacdo e exsudacédo de fluido do sangue para o tecido sdo acompanhadas pela

migracdo de leucocitos da circulacdo para a area afetada (Alessandri e cols., 2013).

1.2.2 Migracdo leucocitaria

Os leucocitos sdo recrutados para o local da inflamacdo em uma série de etapas de
adesdo que permitem a sua ligagdo com a parede dos vasos sanguineos, locomogdo através
das bordas das células endoteliais, travessia pelo endotélio e chegada ao tecido. Esse
fendmeno de transmigracao € dividido em etapas distintas, sdo elas: marginagéo, rolamento,
adesdo e diapedese (Muller, 2011).

A marginacao € o processo de movimento dos leucécitos do centro do fluxo sanguineo
para a periferia do vaso. Esse processo é facilitado pelo extravasamento de fluidos e
interacGes fisicas entre os leucocitos e eritrocitos. Depois do processo de marginagdo ocorre 0
estabelecimento de interacdes fracas e transientes entre os leucocitos e as células endoteliais
da parede de vénulas po6s-capilares que estdo em proximidade do tecido inflamado. Essa
interacdo facilita a estimulagdo dos leucocitos por substancias quimioatratoras apresentadas
pelas células endoteliais, propagando assim o rolamento, a firme adesdo e a migracdo dos
leucdcitos através dos vasos sanguineos. Essa série de eventos é mediada principalmente por
duas familias de moléculas de adesdo, as selectinas expressas pelas células endoteliais e
leucdcitos e as integrinas expressas somente pelos leucdécitos (Figura 3) (Sherwood e Toliver-

Kinsky, 2004; Nourshargh e cols., 2014).
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Figura 3: Etapas da migracéo leucocitéaria (Adaptado de Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

Na resposta inflamatdria as reacOes celulares sdo vistas dentro de horas, com os
neutrofilos sendo as primeiras células a serem atraidas para o local da injuria (Shin e cols.,
2009).

Neutréfilos maduros sdo células polimorfonucleares que contém em seu citoplasma
granulos repletos de substancias prontas para serem utilizadas. Na presenca de um estimulo
nocivo, essas celulas fagocitam o seu alvo, digerem e eliminam através da liberacdo de
enzimas proteoliticas e proteinas antibacterianas presentes nos seus granulos, junto com a
liberagdo macica de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Gougerot-Pocidalo, 2012).

A primeira onda de migracdo de neutrofilos é seguida pela migracdo de células

mononucleares, principalmente mondcitos, células que chegam algumas horas apds o



estimulo inflamatorio inicial. No tecido os mondcitos podem se diferenciar em macréfagos
e/ou migrar para o sitio da inflamacao e ainda migrar para os tecidos e se encaminhar para 0s
vasos linfaticos e dali retornar para a circulacdo sanguinea. Os macréfagos sdo células
fagociticas que ingerem materiais estranhos e detritos celulares. E também liberam enzimas
hidroliticas, proteoliticas e geram espécies reativas de oxigénio que promovem a eliminagéo e

digestdo de organismos invasores (Ginhoux e Jung, 2014).

1.2.3 Dor inflamatdria

A dor inflamatoria se desenvolve quando ha um aumento na sensibilidade do sistema
nociceptivo em decorréncia de um rompimento da integridade do tecido, seja por um trauma,
calor, infeccdo, toxinas, resposta inadequada do sistema imunoldgico, tumor ou outras injurias
(Woolf, 2010). Depois que ocorre o dano ao tecido, diversos mediadores séo liberados, tanto
das células que sofreram o dano quanto de células imunoldgicas que estdo se infiltrando na
area lesada, entre eles estdo citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e a interleucina 1 beta (IL-1pB), PGs, bradicinina e muitos outros. Os terminais
periféricos de nociceptores expressam receptores para a maioria desses mediadores quimicos,
que atuam diminuindo o seu limiar de ativacdo. Esse aumento da sensibilidade dos
nociceptores em um tecido inflamado é denominado sensibilizagdo periférica e contribui para
a hipersensibilidade da dor inflamatoria ou hiperalgesia. Essa hipersensibilidade a dor ajuda a

proteger o tecido ja lesionado de sofrer mais danos. (Figura 4) (Chen e cols., 2013).
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Figura 4: Dor inflamatdria (Adaptado de Woolf, 2010).

Um outro mecanismo que também leva a hipersensibilidade a dor é denominado de
sensibilizagdo central. Além de ocorrer a liberacdo de mediadores inflamatorios na area
afetada, a injaria tecidual também estimula a liberacdo de neurotransmissores por
nociceptores centrais, ocasionando a producao de citocinas pré-inflamatorias e PGs na medula
espinhal. Esse evento causa excitacdo e desinibicdo de neurdnios no corno dorsal da medula

espinhal gerando respostas anormais a um estimulo da periferia (Chen e cols., 2013).

1.2.4 Mediadores inflamatorios
1.2.4.1 Mediadores lipidicos (Eicosanoides e PAF)

Os eicosanoides sdo produtos oxigenados originados a partir da metabolizacdo do
acido araquidénico (AA), nessa familia estdo incluidos as prostaglandinas (PGs), o
tromboxano (TXA:), os leucotrienos (LTs), as lipoxinas e os &cidos epoxieicosatrienoicos
(EETs). O AA ¢é um éacido graxo insaturado, que estd presente na membrana plasmatica de
todas as celulas. Durante a sintese dos eicosanoides esse &cido é mobilizado da membrana

pela acdo de fosfolipases, principalmente a fosfolipase A2 (PLA:), e é metabolizado por trés



vias principais onde participam as enzimas ciclo-oxigenases (COXs), lipoxigenases (LOXs) e

enzimas do citocromo P450 (Hata e Breyer, 2004; Stables e Gilroy, 2011).

Na via das ciclo-oxigenases, a partir da oxidacdo do AA serdo produzidos o
tromboxano Az (TXA?) e as cinco principais prostaglandinas bioativas, PGE,, PGF,,, PGD: e
PGI, (Figura 5). Existem duas isoformas principais de ciclo-oxigenases as quais diferem na
sua distribuicdo pelos tecidos e na regulagdo de expressdo. Apesar de existirem excecoes, a
ciclo-oxigenase 1 (COX-1) e considerada uma enzima constitutiva expressa em diversos
tecidos, enquanto que a ciclo-oxigenase 2 (COX-2) é induzida particularmente em resposta a
citocinas inflamatorias e estimulos nocivos, como por exemplo uma infeccdo bacteriana.

(Hata e Breyer, 2004).
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Figura 5: Metabolismo dos prostanoides (Adaptado de Stables e Gilroy, 2011).
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A PGE: e PGl séo as prostaglandinas pro-inflamatdrias mais predominantes. Ambas
ocasionam vasodilatacdo, formacdo de edema, aumento da permeabilidade vascular e
hiperalgesia periférica e central. A PGE; é ainda o0 agente pirético mais potente, encontrada
em grandes concentracdes no fluido cérebro-espinhal de pacientes com infecgdes virais e

bacterianas (Stables e Gilroy, 2011).

O AA é também metabolizado pelas enzimas lipooxigenases (LOXs), encontradas em
leucdcitos, plagquetas e células endoteliais. A 5-lipoxigenase (5-LOX) € a enzima expressa em
leucdcitos que exerce um papel de extrema importancia na resposta inflamatéria, pois a partir
da sua acdo ocorre a sintese de mediadores lipidicos predominantemente pro-inflamatérios
como o LTB4, que promove ativagdo e atragdo de neutrofilos, mondcitos e linfocitos para o
local da inflamag&o e também os leucotrienos LTC4, LTD4 € LTE4, que agem aumentando a
permeabilidade vascular, o extravasamento de liquido e a formacao do edema, caracteristicas

do processo inflamatério (Figura 6) (Botting, 2006).
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Figura 6: Metabolismo dos leucotrienos (Adaptado de Stables e Gilroy, 2011).

O fator de ativagdo plaquetéria (PAF) é um mediador lipidico produzido por diversos
tipos de células que participam da resposta inflamatdria, incluindo mastocitos, macréfagos,
neutrofilos e eosinofilos. Suas atividades bioldgicas incluem ativacdo de plaquetas, ativacdo
de neutrofilos, contracdo da musculatura lisa e recrutamento de eosinofilos (Pettersen e Adler,

2002; Sato e Ebina, 2013).
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1.2.4.2 Aminas Vasoativas

A histamina é classificada como um mediador inflamatorio cuja liberacdo medeia
diversas reacOes de hipersensibilidade imediata. Existem quatro fontes de histamina bem
reconhecidas, sdo elas: mastocitos, basofilos, células enterocromafins da mucosa géstrica e
nervos histaminérgicos do cérebro. A liberacdo de histamina e subsequente ligacdo aos
receptores histaminérgicos periféricos e centrais promovem uma imediata e concentragcdo —
dependente contragdo da musculatura lisa do trato respiratério e gastrointestinal,
vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e estimulagdo sensorial dos nervos. Ela
age também como um sinal estimulatério para a producdo de citocinas e expressdo de

moléculas de adesdo (MacGlashan, 2003; Mahdy e Webster, 2014).

A bradicinina (BK) é um peptideo vasoativo de baixo peso molecular do grupo das
cininas, que é formada nos tecidos e fluidos corporais durante a inflamacdo. Depois da sua
producdo a BK atua em uma variedade de tecidos, promovendo a estimulacdo de células
endoteliais a produzir éxido nitrico e consequente vasodilatacdo, inducdo da contracdo das
células endoteliais desencadeando o extravasamento de liquido, atuando como quimioatrator e
estimulador de células do sistema imunolégico como macréfagos e neutréfilos, promovendo a
mobilizacdo do acido araquidénico e estimulacdo de nervos sensoriais resultando em
condi¢bes de dor e hiperalgesia. Além dessas acdes, ela também é capaz de estimular a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como 0 TNF-a e a IL-1 (Dray e Perkins, 1993;

Kaplan e cols., 2002).
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1.2.4.3 Citocinas

Citocinas sdo pequenas proteinas produzidas por uma variedade de células onde se
incluem as células do sistema imunoldgico. Elas agem em baixas concentragdes através de
ligacOes de alta afinidade com receptores especificos e, depois de secretadas, se deslocam por
pequenas distancias. Suas atuacBes envolvem a regulacdo das reacBes imunoldgicas e
inflamatorias, e estdo presentes tanto na inflamacdo aguda quanto cronica. A producdo das
citocinas é geralmente autolimitante, contudo algumas citocinas podem persistir na circulacdo
durante longos periodos de tempo. As principais citocinas pro—inflamatdrias incluem a
interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Sherwood e Toliver-Kinsky,

2004, Sommer e Kress, 2004, Turner e cols., 2014).

A familia da IL-1 inclui diversos membros como a IL-1a, IL-1p, entre outras. A IL-1
¢ uma citocina com potente acdo pro-inflamatdéria que é sintetizada por diversos tipos
celulares como mondcitos, macrofagos, neutrofilos e hepatocitos. Sua agdo em receptores
especificos promove ativacdo de proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKS, do inglés
Mitogen activated protein kinases) e do fator nuclear kappa B (NF-«kB), resultando na
expressdo de mediadores pré-inflamatorios. O NF-kB é um fator transcricdo que uma vez
ativado se desloca até o nucleo da célula e se liga em sitios do DNA responsivos para
determinados genes, ativando assim a transcricdo génica, ja as MAPKSs fosforilam e ativam
fatores transcricionais presentes no citoplasma ou no nucleo, provocando a expressdo de
genes a consequentemente induzindo respostas bioldgicas (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004;

Turner e cols., 2014).

Outro mediador que possui um importante papel na resposta inflamatdria € o TNF-a.
Essa citocina € secretada principalmente por macrofagos ativados, no entanto pode ser

secretada por outros tipos celulares, que incluem os mondcitos, mastécitos, linfocitos T,
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linfocitos NK (do inglés natural killer), queratindcitos, fibroblastos e neurénios. O TNF-a,
possui um papel chave no orquestramento do processo inflamatério, ele induz as células
endoteliais a produzirem mediadores lipidicos, que serdo responsaveis na formacdo do edema,
além de também induzir a expressdo de moléculas de adesdo pelos leucdcitos, estimulando a
sua infiltracdo no tecido lesionado. Ele ainda estimula a producédo de citocinas e é um potente

ativador de neutrofilos e fagocitos mononucleares (Turner e cols., 2014).

1.2.4.4 Oxido Nitrico

O dxido nitrico (NO) € um radical livre, gasoso e inorganico, que atualmente constitui
um dos mediadores mais importantes em processos intra e extracelulares. Ele é produzido a
partir da oxidacdo da L-arginina, que é convertida em L-citrulina e NO. Essa conversao é

realizada pelas enzimas Oxido nitrico sintases (NOS) (Figura 7) (Moncada e cols., 1991)

L-arginina + 0, L-citrulina + NO

cofatores

Figura 7: Rota sintética do 6xido nitrico (Adaptado de Baylis, 2005).

Existem trés isoformas principais da NOS, a NOS neuronal (nNOS), presente
normalmente em neurénios, a NOS endotelial (eNOS) presente em células endoteliais e nas
plaquetas e a NOS induzivel (iNOS), presente em leucdcitos ativados. A nNOS e a eNOS sdo
denominadas enzimas constitutivas, que produzem NO em pequenas quantidades. O NO

produzido pela nNOS esté envolvido na modulagéo de funcdes fisioldgicas a nivel do Sistema
15



Nervoso Central e 0 NO produzido pela eNOS participa dos processos de relaxamento da
musculatura lisa dos vasos sanguineos, vasoprotecao, regulacdo da pressdo sanguinea, dentre
outras funcdes. A iINOS, por sua vez, produz NO em altas concentracBes e € considerada a
principal fonte da producdo de 6xido nitrico em processos inflamatérios. A expressdo dessa
enzima em macrofagos ativados e diversos outros tipos celulares como linfdcitos, neutrofilos
é induzida por citocinas pro-inflamatérias e mediadores lipidicos em processos inflamatdrios
locais e sistémicos. Citocinas pro—inflamatdrias podem induzir a expressdo de iINOS, como
por exemplo 0 TNF-a ¢ a IL-1p (Szabd, 2000; Dusse e cols., 2003; Forstermann e Sessa,

2012).

A producéo de grandes quantidades de NO durante o processo inflamatorio, contribui
para as suas acdes pro-inflamatdrias e citotoxicas (Mahat e cols., 2010). A base bioquimica
para a acao citotoxica direta do NO consiste na sua reacdo com metais (especialmente o ferro)
presentes nas enzimas do seu alvo. Desta forma, séo inativadas enzimas cruciais para o ciclo
de Krebs, para a cadeia de transporte de elétrons, para a sintese de DNA e para 0 mecanismo
de proliferacdo celular. Em processos infecciosos, células ativadas como macrofagos e
neutrofilos secretam simultaneamente NO e intermedidrios reativos do oxigénio, como por
exemplo, o &nion superoxido (O2), e a acdo citotoxica indireta do NO consiste,
principalmente, na sua reacdo com esses intermediarios do oxigénio. A acdo toxica
cooperativa de NO e Oy resulta na formagéo de peroxinitrito (ONOO), um poderoso agente
oxidante que pode reagir, via diversos mecanismos, com proteinas, lipideos e com 0 DNA

(Dusse e cols., 2003; Forstermann e Sessa, 2012).
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1.2.4.5 Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

As espécies reativas de oxigénio incluem o Oz, o peroxido de hidrogénio (H202) e 0
radical hidroxila (OH?). As ROS podem ser geradas na cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial ou pelo complexo NADPH oxidase (NOX) na membrana plasmatica ou no
citosol. Elas sdo normalmente sintetizadas durante a producéo de energia em células aerébicas
e removidas por enzimas antioxidantes. Contudo, durante a reagdo inflamatoria ocorre um
aumento da sua producdo por celulas fagociticas ativadas como macréfagos e neutrofilos
gerando um processo chamado de “estresse oxidativo", em que a geragdo de ROS supera a sua
remocao por estruturas especializadas. Essa geracdo de ROS aumentada faz parte do processo
de defesa do organismo. ROS exercem atividades bactericidas através da oxidacdo de
microorganismos invasores, além de promover aumento da expressao de genes de mediadores
pro-inflamatorios e também direcionar o recrutamento de leucdcitos atraves do sitio da

inflamacédo (Katsuyama, 2010; Alessandri e cols., 2013).

1.2.5 Resolugéo do processo inflamatorio

A resolucéo da inflamacdo € essencial para a manutencéo da saude do tecido depois de
um estimulo que ocasionou uma disfuncdo ou dano tecidual (Lawrence e cols., 2002). Uma
resposta apropriada isola a area afetada e retorna o tecido ao seu estado anterior ao da injuria
ou pelo menos a um estado que permita a cura (Medzhitov, 2010). O processo de resolucao da
inflamacdo implica na existéncia de um mecanismo regulatério que embora exista, ainda ndo
é completamente entendido devido a complexidade da resposta inflamatoria e os multiplos
componentes envolvidos (Cone, 2001; Medzhitov, 2010). Contudo, € um processo ativo que
envolve eventos chaves como a apoptose de leucécitos e o reconhecimento e fagocitose de

células que entraram no processo de apoptose, 0 que resulta na diminuicdo da expressdo de
17



mediadores pro-inflamatérios, como o TNF-a ¢ a IL-1p e 0 aumento da producdo de fatores
anti-inflamatorios, que incluem a IL-10, as lipoxinas, as prostaglandinas ciclopentanonas

(cyPGs), dentre outros (Aller e cols., 2006; Alessandri e cols., 2013).

O reconhecimento dos efeitos deletérios da inflamacdo levou ao desenvolvimento de
agentes terapéuticos para o tratamento desse processo. Atualmente o uso de agentes inibidores
da COX ndo seletivos como a Aspirina e o Ibuprofeno, assim como os inibidores seletivos
para COX-2 sdo bem reconhecidos na pratica clinica (Cone, 2001). No entanto, essa classe de
medicamentos possui efeitos adversos bem documentados como atividade ulcerogénica,
antitrombdtica, dentre outras. Com isso, novas moléculas tém sido sintetizadas com o intuito
de aprimorar a atividade anti-inflamatoria dos compostos e reduzir seus efeitos adversos

(Fernandes e cols., 2014).
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2. OBJETIVOS



2.1 Gerais

Avaliar a atividade anti-inflamatéria de dois novos analogos da
Convolutamidina A (CM02 e CMO03) em modelos in vivo, e baseado em ensaios
farmacoldgicos e dosagens bioquimicas sugerir mecanismos de agdo que possam estar

envolvidos com as suas atuacoes.

2.2 Especificos

1. Avaliar a atividade anti-inflamatéria de CM02 e CM03 em modelos de inflamacao
aguda provenientes de estimulos quimicos como a lambedura de pata induzida pela

formalina e a hiperalgesia térmica induzida pela carragenina.

2. Investigar uma possivel acéo anti-inflamatoria dos dois analogos no modelo da bolsa
de ar subcutanea (BAS). Nesse mesmo modelo avaliar o extravasamento de proteinas e
a producdo de mediadores quimicos como o 6xido nitrico (NO), TNF-a, IL-1B ¢ IL-10 e

com isso sugerir possiveis mecanismos envolvidos.

3. Avaliar a atividade de ambos os andlogos na producdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS).
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3. MATERIAIS E METODOS



3.1 Preparo dos anélogos N-morfolina-3-hidroxi-2-oxindol

Os andlogos N-morfolina-3-hidroxi-2-oxindol utilizados neste trabalho foram
sintetizados pelo aluno Romulo Gabriel de Miranda de Paula Pinto, do Departamento de
Quimica Orgéanica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, orientado pelo professor
Angelo da Cunha Pinto e pela professora Barbara VVasconcellos da Silva.

Foram sintetizadas a 5-cloro-N-morfolina-3-hidroxi-2-oxindol (CMO02) e a 5-bromo-N-

morfolina-3-hidroxi-2-oxindol (CMO03) (Figura 8).

CMO2 CMO3
0 0
HO HO
cl Br
0 0
N I
N D b

Figura 8: Analogos N-morfolina-3-hidroxi-2-oxindol

Para preparacdo desses compostos foi utilizada como matéria-prima a isatina e a partir
dessa molécula foi obtida a N-morfolina-isatina. Em seguida, esta foi condensada com a
acetona, empregando dietilamina como catalisador, dando origem a N-morfolina-3-hidroxi-2-

oxindol conforme ilustrado na figura abaixo.
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Figura9: Rota sintética dos analogos N-morfolina-3-hidroxi-2-oxindol.

No final dessa reacdo foram recuperadas as substancias CM02 e CM03. Ambas foram

analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho (1V).

3.2. Reagentes

Formaldeido foi comprado da Reagen. Acido acetilsalicilico (AAS), carragenina,
Sulfato de zinco, Hidroxido de sddio, Fosfato de sodio, Formato de aménio, Carbonato de
sodio, Acido fosférico, Fosfato monopotassico, tampdo de fosfato-citrato com perborato,
pastilnas de tetra-metil-di-hidrocloreto de benzidina (TMB), naftiletilenodiamina,
sulfanilamida, Forbol Miristato Acetato (PMA) e Diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA)
foram adquiridos da Sigma. Outros reagentes utilizados foram: dimetilsulféxido P.A (DMSO)

(Fisher Biotech); éter etilico e Tween 20 (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil); fosfato dissodico de
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dexametasona (Aché, Rio de Janeiro, Brasil); soro fetal bovino (LGC Biotecnologia);
cloridrato de xilazina 2% (Vetbrands); cloridrato de ketamina 10% (Ceva).

Para a quantificacdo de proteinas totais foi utilizado o Kit Pierce BCA™ Protein
Assay (Thermo Scientific, NY, EUA). Na dosagem de nitrato foi utilizada cepa de
Escherichia coli (ATCC #25922), colocada para crescimento em meio anaerobico e utilizada
como fonte da enzima nitrato redutase, Trypticase Soy Broth (Becton Dickinson
Microbiology Systems, Cockeyville, EUA) e os reagentes nitrito de sodio (Isofar, Rio de
Janeiro, Brasil), hidroxido de sodio e fosfato monossddico (Reagen), sulfato de zinco (Vetec),
formato de amonio, molibdato de amonio, naftiletilenodiamina e sulfanilamida (Sigma).

Para a quantificacdo de citocinas foram utilizadas imunoplacas F96 Maxisorp (Nunc,
Thermo Fisher Scientific, NY, EUA) e os kits ELISA BD OptEIA™ Set Mouse para TNF-o,

IL-1pB, IFN-y e MCP-1, (BD Biosciences, San Diego, EUA).

3.3. Preparo das solugdes utilizadas
» Formalina: solucéo de formaldeido 2,5% (v/v) diluido em PBS.
= Acido Acetilsalicilico (AAS): solucio a 100 mg/mL em agua e NaOH.
= Carragenina: solugdo a 1% (p/v) em PBS.

= Dexametasona: solu¢do 100 mg/mL em &gua.

Tampéo fosfato salina

KH2PO4 (anidro) 1,78 ¢
Na;HPO;4 (anidro) 7,619
NaCl 8549
H20 ultra pura g.s.p. 1000 ml
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Reagente BCA

No momento da dosagem, misturam-se 0s reagentes A e B, na proporc¢édo 50:1, obtidos

no kit Pierce BCA™ Protein Assay (Thermo Scientific, NY, EUA).

Reagente de Griess

Reagente A:

Sulfanilamida

H>0 ultra pura g.s.p.

Reagente B:

Dicloreto de naftiletilenodiamina

H3PO4 (a 10%) q.s.p.

1 grama

100 ml

0,1 grama

100 mL

No momento da dosagem, misturam-se partes iguais dos reagentes A e B. Para a

quantificagdo do nitrito, incubam-se volumes iguais da amostra ou da solugdo para curva

padréo e do reagente de Griess pronto.

Tampao de Bloqueio
Soro fetal bovino

PBS q.s.p.

Tampéo Diluente
NaHCO3

Na,COs3

H>0 ultra pura g.s.p.

Acertar o pH para 9,5 (NaOH 10 N)

10 ml

100 ml

7,139
1,59¢

1000 ml
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Tampao de Lavagem
Tween 20 0,5ml

PBS g.s.p. 1000 ml

Substrato para dosagem de citocinas: 1,0 ml de solucdo de TMB em 9,0 mL de

solucdo de tampéo fosfato-citrato com perborato, preparado 30 minutos antes da utilizagéo;

Anestésico
Cloridrato de ketamina 112,5 mg/kg
Cloridrato de xilazina 7,5 mg/kg

3.4 Analogos e farmacos controle

Solugdes estoque de Convolutamidina A, CM02 ou CMO03 foram preparadas em
DMSO e &4gua a 10 mg/mL. No dia dos ensaios, solu¢Bes intermediarias, em agua eram
preparadas e doses de 0,1, 1,0, 5,0 ou 10,0 mg/kg eram administradas, por via oral,
intraperitoneal ou local, aos animais. Morfina (2,5 mg/kg, v.0.), &cido acetilsalicilico (200
mg/kg, v.0.) e dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) foram utilizados como farmacos controle
positivo e o0 grupo controle negativo foi composto por agua destilada e DMSO. Em todos o0s

experimentos, a concentracdo final de DMSO ndo excedeu 0,5% de modo a ndo produzir qualquer

efeito.

3.5 Animais
Foram utilizados camundongos Swiss Webster, fémeas, pesando entre 25 e 30 gramas

doados pelo Instituto Vital Brasil (IVB). Esses animais foram mantidos no Biotério da
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Farmacologia (ICB/UFRJ), com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura do ambiente
controlada em 22+2 °C e livre acesso a agua e comida. Antes de cada experimento os animais
eram ambientados durante 12 horas no local de realizacdo dos testes. Os protocolos de
experimentacdo em animais de laboratdrio obedeceram aos critérios da Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA), do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro e as normas do Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e

receberam o protocolo #DFBCICB015-04/16.

3.6 Anélise Estatistica

Os grupos experimentais foram compostos por 6 a 8 animais.Os resultados estdo
expressos como média + desvio padrdo. Os dados foram analisados no programa GraphPad
Prisma® (versdo 5.0., GraphPad Software inc., San Diego, CA, USA) usando analise de
variancia (ANOVA) seguida de pos-teste de Newman-Keuls. Valores de “p” menores que

0,05 foram considerados significativos.

3.7 Modelo da lambedura de pata induzida por formalina

Neste modelo é injetado, por via subcuténea, na pata traseira direita do camundongo
um volume de 20 pl de uma solucdo de formalina a 2,5% (v/v) e a resposta do animal a esse
estimulo é verificada através da lambedura da pata, a qual € mensurada nos 5 primeiros
minutos, e de 15 minutos a 30 minutos, constituindo assim duas fases (Adaptado de Hunskaar
e cols., 1987).

Durante a primeira fase ocorre a estimulacdo de nociceptores, ativacdo de fibras C e
liberacdo de mediadores inflamatdrios. J& a segunda fase é caracterizada pela liberacdo de

mediadores inflamatdrios e mudancas no corno dorsal da medula espinhal.
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Veiculo, morfina ou os compostos foram administrados 60 minutos antes da inje¢do de

formalina na pata. O protocolo experimental se encontra ilustrado abaixo.

[ Tempo (minutos) J

‘ | Primeira fase | | Segunda fase ‘
-60 ‘\ 0 5 15 30

Injecdo de \ Y ) Y
l formalina 2,5% (v/v)
20pul, intraplantar Cronometrado o tempo de lambedura

Veiculo (em segundos)
Morfina

AAS
Conv. A

CMO02 ou CMO03

Esquemal: Protocolo do Modelo da lambedura de pata induzida por formalina

3.8 Modelo da hiperalgesia térmica induzida por carragenina

A hiperalgesia foi induzida com a inje¢do subcutanea de 25 pl de carragenina a 2% na
pata direita traseira dos camundongos. Esses animais foram entdo colocados sobre uma placa
aquecida a £ 55°C e o tempo para demonstrar alguma reacao (lambedura ou levantamento da
pata estimulada com carragenina) ao estimulo térmico foi verificado em intervalos de 1 hora
até o tempo de 6 horas e até o tempo de 24 horas (Adaptado de Sammons e cols., 2000).

A fim de comparar a reagcdo dos animais frente ao estimulo térmico e comprovar que a
administracdo de carragenina causa uma inflamacdo local tempo dependente foram
denominados dois grupos controle. O primeiro grupo recebeu veiculo (dgua destilada +
DMSO) por via oral e PBS na pata (grupo controle negativo) e o segundo grupo recebeu

veiculo (v.0.) e carragenina 2% na pata (grupo controle positivo). Os animais do grupo
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tratado, por sua vez, receberam Convolutamidina A, CM02 ou CMO03 (5 mg/kg, v.0.) e
carragenina 2% na pata.

Para cada grupo foram realizadas duas medidas controle, antes de qualquer tratamento,
e a média dessas medidas foi entdo calculada e denominada linha de base. O valor da linha de
base foi entdo multiplicado por 3 para denominarmos o tempo de cut-off dos animais. O

protocolo experimental seguido se encontra ilustrado abaixo.

Tempo (horas)

-1 -0,5 0 1 2 3 4 5 6 24

12 medida 22 medida Veiculo . Y :
controle controle v.o. |Conv. A —

(C1) (€2) CMO02 Cronometrado o tempo de laténcia

c CMo03 (em segundos)

- Linha de base: Injecdo de Carragenina 2%

(C1+C2)/2 ou Veiculo (PBS),

25 pl, intraplantar

- Tempo de cut off :
(linha de base x 3)

Esquema2: Protocolo do modelo da hiperalgesia térmica

3.9 Modelo da bolsa de ar subcutéanea

O primeiro dia desse modelo consistiu na injecdo de 10 ml de ar estéril no dorso dos
animais, por via subcutanea, para a formacao de uma cavidade. Trés dias ap6s essa injecao foi
feito um reforco com a administracdo de mais 8 ml de ar estéril para manutencdo da BAS. No
sexto dia os animais receberam 1 ml de uma solucéo estéril de carragenina a 1% na cavidade

formada (Adaptado de Romano e cols., 1997).
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Os animais foram tratados, por via oral, com a Convolutamidina A ou os andlogos 60
minutos antes da injecdo de carragenina. Foram ainda separados um grupo controle negativo
ao qual foi administrado o veiculo (dgua destilada + DMSO, v.0.) 60 minutos antes da injecao
da carragenina, um grupo controle positivo que foi tratado com dexametasona (dose 0,5
mg/kg, i.p.) e 30 minutos depois foi feita a injecdo de carragenina na BAS e um grupo tratado
com veiculo (v.0.) e PBS estéril na cavidade. No sétimo dia foi feita a eutanésia dos animais e
a administracdo de 1 ml de PBS para a lavagem da cavidade e recolhimento do exsudato.

Imediatamente apds a coleta do exsudato foi feita a contagem de leucdcitos totais em
um contador de células automatico (pocH-100iV Diff, Sysmex). O exsudato foi entdo
centrifugado a 1.200 rpm durante 8 minutos, o sobrenadante coletado, aliquotado e congelado

para a realizacdo de dosagens de mediadores inflamatdrios e proteinas.

Bolsa de Ar Subcutanea (BAS) ]

Dia 6 Dia 7

4

Dia 0

4

Injecdo de 10 ml

Dia3

¢

Refor¢o com 8

0 min

e ¥

- 60 min -30 min

de ar estéril

ml de ar estéril

Tratamento dos
animais com
veiculo, Conv. A,
CMO02 ou CMO03

Injecdo de PBS
estéril ou
carragenina 1%
estéril na BAS

Eutanasia dos
animais.
Coleta do exsudato.

=7 a7

Esquema3: Protocolo do modelo experimental da bolsa de ar subcutanea(BAS).

Ainda nesse modelo, apés a formacdo da cavidade como foi descrito anteriormente,

verificamos a acdo dos analogos pelas vias intraperitoneal e local, administrando CM02 ou CM03 30
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minutos antes da injecdo de carragenina na BAS. 24 horas ap6s a injecdo de carragenina os animais

foram eutanasiados e 0 exsudato coletado para a quantificagdo da migracao celular.

3.10 Toxicidade

Com o objetivo de verificar uma possivel acdo toxica das substancias testadas os
animais foram tratados com a dose de 10,0 mg/kg (v.0.) das substéncias e sangue e lavado
medular foram coletados 24 horas ap6s a injecdo de carragenina ou PBS.

Para a coleta do sangue, os camundongos foram anestesiados e seu sangue recolhido,
por punc¢do orbital, em eppendorfs contendo 15 pL de EDTA. Lodo ap6s a coleta foi feita a
contagem total de células no contador automatico.

O lavado medular foi recolhido a partir da remocéo e lavagem do fémur com 1 mL de

PBS. Subsequentemente a contagem total de células foi realizada em um contador automatico.

3.11 Dosagem de proteinas

A quantificacdo de proteinas do sobrenadante do exsudato da BAS foi feita seguindo a
técnica de BCA utilizando kit BCA™ Pierce. Primeiramente 5 pl de cada uma das amostras
foi pipetada em uma placa de 96 pogos. Em seguida foi adicionado a cada pogo com amostra
195 ul do reagente BCA e a placa incubada por 30 minutos a 37° C. Depois desse periodo de
incubacdo foi feita a leitura a 570 nm em um leitor de microplaca (Flexstation®3, Molecular
Devices). A curva padrdo desse ensaio foi realizada com concentragfes crescentes de

albumina sérica bovina e a quantidade de proteinas expressa em pg/mil.

3.12 Dosagem de éxido nitrico (NO)
A quantificacdo de Oxido nitrico foi realizada através da conversdo de nitrato em

nitrito, seguida da dosagem de nitrito, (Green e cols., 1982).
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Inicialmente foi feita a desproteinizacdo do sobrenadante do exsudato coletado da
BAS a partir da incubacdo de 200 pul de amostra com 20 pl de ZnSO4. Essa mistura foi agitada
e deixada em repouso por 10 minutos a 4° C. Em seguida, foi feita uma nova agitagédo e
adicionou-se 4 ul de NaOH, novamente a mistura foi deixada em repouso por 10 minutos a 4°
C. Depois desse periodo, foi feita uma nova agitacdo e a mistura centrifugada a 10.000 rpm
por 10 minutos.

Ao término da desproteinizacdo das amostras foi iniciada a reacdo de conversdo de
nitrato em nitrito. Em um eppendorf foi realizada a mistura de 15 ul de fosfato de sodio, 15 pl
de formato de aménio, 150 pl de amostra desproteinizada ou padrdo. Apds misturar esses
regentes foi adicionado, em cada eppendorf, 10 ul de bactéria diluida e essa mistura foi entdo
incubada por 2 horas a 37° C. Depois da incubacdo centrifugou-se os eppendorfs a 10.000
rpm durante 5 minutos em temperatura ambiente. Foi retirado 100 pl do sobrenadante, o qual
foi pipetado em placa de 96 pocos. Em seguida, adicionou-se 100 pl do reagente de Griess. A
leitura das placas foi feita a 540 nm em leitor de microplacas (Flexstation®3). A curva padrdo

foi constituida de NaNO3 e os resultados expressos em UM de nitrito formado.

3.13 Dosagem de citocinas inflamatdrias

A quantificacdo de citocinas foi mensurada utilizando o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) utilizando kits especificos para cada citocina. O ensaio teve duracao de trés dias.

No primeiro dia, em imunoplacas de 96 pogos foram diluidos os anticorpos de captura
em uma solucdo diluente na proporcdo 1:250 (22 pl do anticorpo + 5478 ul de solucédo
diluente). Em seguida essas placas foram cobertas e incubadas durante a noite a 4° C.

No segundo dia, as placas foram submetidas a trés lavagens utilizando tampéo de
lavagem. As lavagens foram feitas em uma lavadora de placas (pocH-100 iv Diff). Apds essa

etapa foi adicionado o diluente de ensaio (200 pl/poco) e as placas incubadas por 1 hora em
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temperatura ambiente. Em seguida, foram feitas novamente trés lavagens utilizando o tampé&o
de lavagem e depois foi realizada a preparacdo do padrdo em diluente de ensaio.
Posteriormente, as amostras e a curva padrdo foram adicionadas (50 pl/poco), as placas
seladas e incubadas durante a noite a 4° C.

No terceiro dia de ensaio, as placas foram lavadas cinco vezes com tampao de
lavagem e foi adicionado 50 pl/pogo de anticorpo de deteccdo conjugado com a enzima. As
placas foram entdo seladas e incubadas por 1 hora em temperatura ambiente. Apds esse
periodo foram feitas mais sete lavagens (tampédo de lavagem) e adicionado 50 pl/poco de
solucdo de substrato. As placas foram incubadas no escuro por mais 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds esse tempo foi adicionada a solucdo de parada (25 pl/pogo) e
feita a leitura a 450 nm em um leitor de microplacas (Flexstation® 3). A quantidade de

citocinas encontradas foi expressa em pg/ml.

3.14 Quantificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Leucdcitos coletados da BAS foram colocados em eppendorfs em uma quantidade de
106 células com volume final de 1 ml e incubados durante 30 minutos em uma estufa a 37°C e
5% de CO2. Apols esse periodo foi feito o tratamento das células com as substancias
Convolutamidina A, CM02 ou CMO03 em concentra¢des de 10, 30 e 100 pM e novamente
feita uma incubacdo na estufa a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, adicionaram — se as
celulas 10 nM de forbol miristato acetato (PMA) e essas células permaneceram por mais 45
minutos na estufa. Apds esse periodo foi adicionado 2 pM de 2’-7’-diclorofluoresceina
diacetato (DCF-DA) ao conteudo dos eppendorfs, que foram incubados por 30 minutos na
estufa (37°C e 5% de COy). A fluorescéncia emitida pela conversdo do DCF-DA foi entdo
captada no canal FL-1 do citdmetro de fluxo e os resultados expressos em intensidade da

fluorescéncia (Srivastava e cols., 2009).
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4. RESULTADOS



4.1. Efeito dos analogos da Convolutamidina A no modelo da lambedura de pata

induzida pela formalina

A injecdo intraplantar de formalina (2,5%) desencadeia uma resposta nociceptiva
bifasica. Esse comportamento consiste em uma fase inicial,que dura 5 minutos e se inicia logo
apos a injecdo de formalina,e depois uma segunda fase que tem o seu inicio em 15 minutos e

perdura até 30 minutos (Yang e cols., 2012).

O gréafico 1 demonstra a atividade do analogo CMO02 (0,1, 1 e 5 mg/kg) no modelo da
lambedura de pata induzida pela formalina. Na primeira fase desse modelo, 0s animais que
foram pré-tratados com veiculo (dgua destilada + DMSO) apresentaram um tempo de
lambedura de 80,6 + 19,9 segundos. Nos grupos pré-tratados com morfina (2,5 mg/kg) e AAS
(&cido acetilsalicilico, 200 mg/kg) (farmacos controle) esse tempo foi reduzido
significativamente (28,8 + 1,3 segundos e 45,7 £ 2,8 segundos, respectivamente). Os animais
que receberam a Convolutamidina A ndo apresentaram reducdo do tempo de lambedura na
primeira fase, enquanto que os animais pré-tratados com o seu analogo CMO02 apresentaram
reducdo significativa no tempo de lambedura da pata em todas as doses testadas, com inibicéo
de 47,6% na dose de 0,1 mg/kg (42,3 + 20,9 segundos), 25,7% para a dose de 1 mg/kg (59,8 +

9,3 segundos) e 46,5 % na dose de 5 mg/kg (43,1 + 3,5 segundos).

Na segunda fase desse modelo, o grupo de animais que recebeu veiculo, por via oral,
apresentou um tempo de lambedura de 243,5 + 8,2 segundos. Os grupos pré-tratados com
morfina e AAS apresentaram reducgédo do tempo de lambedura também na segunda fase (25,2
+ 1,2 segundos e 123,3 + 32,2 segundos, respectivamente). Nos animais pré-tratados com a
Convolutamidina A esse tempo também foi reduzido significativamente (170,3 + 6,8
segundos). E nos grupos pré-tratados com o analogo CMO02, o tempo de lambedura foi
reduzido em todas as doses de maneira significativa, com uma inibicdo de 22,1% na dose de
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0,1 mg/kg (189,6 + 48,8 segundos), 31,8% para a dose de 1 mg/kg (166,0 £ 18,9 segundos) e

55,7 % na dose de 5 mg/kg (107,8 £ 15,0 segundos).
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Grafico 1: Efeito do andlogo CM02 no modelo da formalina. Os animais foram pré-tratados oralmente
com veiculo (agua destilada + DMSO), morfina (2,5 mg/kg), Acido acetilsalicilico (AAS, 200 mg/kg),
Convolutamidina A (10 mg/kg) ou CMO02 (0,1, 1 e 5 mg/kg), 1 hora antes da injecéo intraplantar de
formalina (2,5%). Os resultados sdo expressos como Média = D.P. (n=6-8). A significancia estatistica
(*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com CMO02, Convolutamidina A, morfina ou AAS e

o0 veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do p6s-teste de Newman-Keuls.

O gréfico 2 demonstra o perfil do andlogo CM03 no modelo da lambedura de pata induzida
pela formalina. Na primeira fase desse modelo, o analogo foi capaz de reduzir de forma significativa o

tempo de lambedura dos animais em todas as doses analisadas quando comparado ao grupo tratado
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com veiculo, com inibicdo de 32,6% para a dose de 0,1 mg/kg (54,3 + 9,7 segundos), 48, 6% na dose
de 1 mg/kg (41,4 = 6,2 segundos) e 45,3% na dose de 5 mg/kg (44,1 £ 8,1 segundos).E durante a
segunda fase, 0 analogo também reduziu o tempo de lambedura significativamente em todas as doses,
apresentando reducdo de 63,4 % na dose de 0,1 mg/kg (89,2 + 18,4 segundos), 48,9% na dose de 1
mg/kg (124,3 + 30,7 segundos) e 50,3 % na dose de 5 mg/kg (121,0 + 20,8 segundos), enquanto que o

AAS apresentou inibicao de 49,3 % (123,3 * 32,2 segundos).
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Gréfico 2: Efeito do andlogo CM03 no modelo da formalina. Os animais foram pré-tratados oralmente
com veiculo (agua destilada + DMSO), morfina (2,5 mg/kg), Acido acetilsalicilico (AAS, 200 mg/kg),
Convolutamidina A (10 mg/kg) ou CMO03 (0,1, 1 e 5 mg/kg), 1 hora antes da injecdo intraplantar de
formalina (2,5%). Os resultados sdo expressos como Média + D.P. do tempo em que os animais

permaneceram lambendo a pata injetada com a formalina (n=6-8). A significancia estatistica (*p <
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0,05) foi calculada entre os grupos tratados com CMO03, Convolutamidina A, morfina ou AAS e o

veiculo, por anélise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Newman-Keuls.

4.2 Efeito dos anélogos da Convolutamidina A no modelo da hiperalgesia térmica

induzida pela carragenina

A administracdo intraplantar de carragenina (25 pL, 2%) induz uma inflamagéo tempo
dependente e uma hiperalgesia ao estimulo térmico, que foi mensurada em intervalos de 1
hora até o tempo de 6 horas, seguida por uma Unica medida em 24 horas (Sammons e cols.,

2000).

Nos graficos 3 e 4 podemos observar que a partir do tempo de 1 hora, 0s animais que
foram tratados oralmente com veiculo e receberam injecdo de carragenina na pata, apresentam
um tempo de laténcia menor quando comparados com aqueles que receberam veiculo, tanto
por via oral como na pata. E esse padrdo é observado até o tempo de 24 horas apés a injecdo

de carragenina.

Nos grupos tratados com convolutamidina A (10 mg/kg), CM02 (5 mg/kg) e CMO03 (5
mg/kg), podemos observar um aumento do tempo de laténcia quando esses grupos s&o
comparados com aquele que recebeu somente veiculo por via oral e carragenina na pata. Os
animais que receberam Convolutamidina A (v.0.) sustentam esse aumento do tempo de
laténcia de 1 hora até 4 horas, enquanto que os animais que receberam CMO02 ou CMO03
apresentam esse aumento entre 1 hora e 24 horas ap6s a injecdo da carragenina. No grupo
tratado com CMO02 o maior tempo de laténcia é alcancado nos tempos de 5, 6 e 24 horas (7,6
+ 1,2 segundos; 8,4 £ 1,2 segundos; 9,9 = 0,7 segundos, respectivamente) e no grupo tratado
com CMO03 no periodo de 24 horas (7,6 £ 0,03 segundos), quando comparados aos animais

gue receberam veiculo por via oral e carragenina na pata que apresentaram 3,6 + 0,9 segundos
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no tempo de 5 horas, 3,4 £ 0,8 segundos para o tempo de 6 horas e 3,7 £ 0,9 segundos em 24

horas.
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Gréfico 3: Efeito do analogo CM02 no modelo da hiperalgesia térmica induzida pela carragenina. Os
animais foram tratados oralmente com veiculo (dgua destilada + DMSO), Convolutamidina A (10
mg/kg) ou CMO02 (5 mg/kg) e foi administrado por via intraplantar veiculo (PBS) ou carragenina (2%).
Os resultados sdo expressos como Média + D.P.do tempo de laténcia (segundos) (n=6-8). A
significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com as CMO02 ou
Convolutamidina A e o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Newman-
Keuls. * quando comparados o0s grupos tratados com CMO02 ou Convolutamidina A e o veiculo

(carragenina na pata) e # quando comparados 0s grupos veiculo.
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Gréfico 4: Efeito do analogo CMO03 no modelo da hiperalgesia térmica induzida pela carragenina. Os
animais foram tratados oralmente com veiculo (agua destilada + DMSO), Convolutamidina A (10,0
mg/kg) ou CMO03 (5,0 mg/kg) e foi administrado por via intraplantar veiculo (PBS) ou carragenina
(2,0%). Os resultados sdo expressos como Média + D.P.do tempo de laténcia (segundos) (n=6-8). A
significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com CMO03 ou
Convolutamidina A e o veiculo, por andlise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Newman-
Keuls. * quando comparados os grupos tratados com CMO03 ou Convolutamidina A e o veiculo

(carragenina na pata) e # quando comparados os grupos veiculo.

4.3 Atividade dos analogos da Convolutamidina A no modelo da Bolsa de Ar Subcutanea

A bolsa de ar subcutanea (BAS) e formada através da injecdo de ar durante alguns

dias. A administragcdo de carragenina na cavidade totalmente formada produz uma reagéo
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inflamatdria caracterizada pela producdo de mediadores quimicos no exsudato e um grande
influxo de leucocitos polimorfonucleares e macrofagos. Tal modelo é conveniente para
estudar a inflamacéo aguda (Morikawa e cols., 2003). Assim, o pré-tratamento dos animais
com a Convolutamidina A e seus analogos pode nos indicar se estas substancias tem algum
efeito anti-inflamatorio através da reducdo de pardmetros observados na reacao induzida pela

carragenina.
4.3.1 Contagem Total de Células

O primeiro parametro avaliado nesse modelo foi o da migracdo celular, através da
contagem total de células do exsudato coletado da cavidade 24 horas ap0s a injecdo de
carragenina (1 ml, 1%). De acordo com os resultados apresentados no grafico 5, podemos
verificar que nos animais pré-tratados oralmente com veiculo, a injecdo de carragenina na
BAS promove um aumento na contagem de células da cavidade (54,6 + 10,6 x10° células/pl)
em relacdo ao grupo que recebeu a injecdo de PBS (2,3 + 1,0 x 10% células/pl). Com relagdo
aos animais que foram pre-tratados com o anti—inflamatério esteroidal dexametasona (0,5
mg/kg, i.p.) foi verificada uma reducéo significativa do numero total de células que migrou
para a cavidade (28,2 + 4,9 x 10%células/pl). No grupo pré-tratado com a Convolutamidina A
essa reducdo também foi significativa (28,2 + 4,9 x 10° células/pl). E nos animais que
receberam o analogo CMO02 ocorreu uma reducdo do namero total de células da BAS em
todas as doses testadas, com uma inibicdo de 59, 9% na dose de 0,1 mg/kg (21,9 £ 6,5 X
10°células/ul), 56,6% (23,7 + 13,2 x 10° células/pL) para a dose de 1 mg/kg e 53,4 % (25,5 +

15,6 x 10° células/uL) na dose de 5 mg/kg.
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Gréfico 5: Efeito do andlogo CM02 na migracdo de células induzida por carragenina na BAS. Os
animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (dgua destilada + DMSO), Convolutamidina A (10
mg/kg) ou CMO02 (0,1, 1 e 5 mg/kg), 1 hora antes da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados
intraperitonealmente com Dexametasona (0,5 mg/kg), 30 minutos antes a injecdo de carragenina na
BAS. Os resultados sdo expressos como Média + D.P. do nimero de leucdcitos totais (x 10*/uL)(n=6-
8). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com Dexametasona,
Convolutamidina A ou CMO02 e o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do p6s-teste de
Newman-Keuls. * quando comparados os grupos tratados com dexametasona, Convolutamidina A ou
CMO02 e o veiculo (carragenina na BAS) e # quando comparados os grupos veiculo e 0 grupo que

recebeu PBS na cavidade.

Ja no gréafico 6, que demonstra o perfil do analogo CMO03, podemos novamente
observar que a injecdo de carragenina na BAS resulta em elevado numero de células (56,7 +
11,7 x 103células/pl) quando comparado com a injecdo de PBS (1,8 + 1,2 x 10°células/ul) nos

animais que receberam veiculo (v.0.). Os grupos pré-tratados com CMO03 demonstram uma
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diminuicéo significativa na contagem de células nas doses de 1 e 5 mg/kg (30,3 + 4,5 x 10°
células/pl e 29 + 15,4 x 10° células/pl, respectivamente) com inibicdes de 46,7 % para a dose

de 1 mg/kg e 48,9 % para a dose de 5 mg/kg.
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Gréfico 6: Efeito do andlogo CMO03 na migracdo de células induzida por carragenina na BAS. Os
animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (agua destilada + DMSQ), Convolutamidina A (10
mg/kg) ou CMO03 (0,1, 1 e 5 mg/kg), 1 hora antes da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados
intraperitonealmente (i.p) com dexametasona (0,5 mg/kg), 30 minutos antes da injecdo de carragenina
na BAS. Os resultados sdo expressos como Média + D.P. do nimero de leucécitos totais (x 10%/uL)
(n=6-8). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com
Dexametasona, Convolutamidina A ou CMO03 e o veiculo, por andlise de variancia (ANOVA) seguida
do pos-teste de Newman-Keuls. * quando comparados 0s grupos tratados com dexametasona,
Convolutamidina A ou CMO03 e o veiculo (carragenina na BAS) e # quando comparados 0s grupos

veiculo e o grupo que recebeu PBS na cavidade.
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A fim de verificar se a reducdo do numero total de células da cavidade nos animais
pré-tratados com os analogos CM02 e CMO03 era devido a uma agdo toxica dessas substancias
a nivel da medula dssea ou a uma inibicdo da transmigracdo dessas células do sangue para a
BAS, realizamos a contagem total de células do sangue e na medula de animais pre-tratados

com ambos os analogos na dose de 10 mg/kg, o dobro da dose maxima utilizada nos ensaios.

Nesse ensaio, ndo foram observadas diferencas na contagem total de células do sangue
e medula entre 0s grupos pré-tratados com os andlogos CM02 e CMO03 e 0s respectivos

controles (Graficos 7 e 8).
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Gréfico 7: Contagem total de leucdcitos do sangue e medula no pré-tratamento com CMO02. Os
animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (agua destilada + DMSO) ou CM02 (10 mg/kg), 1
hora antes da injecdo de carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como Média + D.P. do

numero de leucdcitos totais (N=6-8).
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Grafico 8: Contagem total de leucécitos do sangue e medula no pré-tratamento com CMO03. Os

animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (agua destilada + DMSO) ou CMO03 (10 mg/kg), 1
hora antes da injecdo de carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como Média £ D.P. do

namero de leucdcitos totais (n=6-8).

Com o intuito de avaliarmos se os analogos CM02 e CMO03 ainda apresentariam efeito
significativo ap6s administracdo por outras vias, ambos os andlogos foram administrados e
também avaliados apo6s injecdo pelas vias intraperitoneal e local (na BAS), na dose de 5

mg/kg.

Apesar do CMO02 ter mostrado significativo efeito apds sua administracdo oral (grafico
5), a administracdo intraperitoneal ou diretamente na BAS (local) ndo causou qualquer

reducdo significativa no nimero de células que migraram para a BAS (grafico 9).
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Gréfico 9: Efeito do andlogo CMO02 na migracdo de células induzida por carragenina na BAS quando
administrado pelas vias oral, intraperitoneal e local. Os animais foram pré-tratados oralmente com
veiculo (agua destilada + DMSO) ou CMO02 (5 mg/kg), 1 hora antes da inje¢do de carragenina na BAS
ou pré-tratados intraperitonealmente ou localmente (na BAS) com CMO02 (5 mg/kg) 30 minutos antes
da injecdo da carragenina. Os resultados s&o expressos como Média = D.P. do nimero de leucdcitos
totais (x 10°/uL) (n=6-8). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados
com CMO02 e o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Newman-Keuls. *
guando comparados 0s grupos tratados com CMO02 e o veiculo (carragenina na BAS) e # quando

comparados os grupos veiculo e o grupo que recebeu PBS na BAS.

Com o analogo CMO03 (grafico 10) observamos o mesmo perfil. O pré-tratamento dos
animais por via intraperitoneal ou local ndo ocasionou reducdo do namero total de células

coletados da BAS.
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Gréfico 10: Efeito do analogo CMO03 na migracéo de células induzida por carragenina na BAS quando
administrado pelas vias oral, intraperitoneal e local. Os animais foram pré-tratados oralmente com
veiculo (agua destilada + DMSO) ou CMO03 (5 mg/kg), 1 hora antes da inje¢do de carragenina na BAS
ou pré-tratados intraperitonealmente ou localmente (na BAS) com CMO03 (5 mg/kg) 30 minutos antes
da injecdo da carragenina. Os resultados s&o expressos como Média = D.P. do nimero de leucdcitos
totais (x 10%/pL) (n=6-8). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados
com CMO03 e o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Newman-Keuls. *
guando comparados 0s grupos tratados com CMO3 e o veiculo (carragenina na BAS) e # quando

comparados os grupos veiculo e o grupo que recebeu PBS na BAS.

4.3.2 Quantificacdo de proteinas Totais

Um dos eventos que ocorre durante o processo inflamatério € o aumento da
permeabilidade vascular, resultado da liberacdo de mediadores inflamatérios no local da
injaria. Esse aumento da permeabilidade vascular resulta no extravasamento de proteinas

(Alessandri e cols., 2013). Com isso, 0 segundo pardmetro avaliado no modelo de inflamagéo
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aguda da BAS foi a quantificacdo de proteinas totais no exsudato coletado da cavidade 24

horas ap0s a injecdo de carragenina.

No gréfico 11, o grupo de animais que foi pré-tratado com veiculo e recebeu a injecéo
de PBS na BAS apresentou 18,7 + 10,6 pg/ml de proteinas totais. No exsudato inflamatdrio
da BAS dos animais que receberam veiculo (v.0.) e a injecdo de carragenina, foram
quantificadas 343,2 + 49,3 pug/ml de proteinas. Os animais pré-tratados com dexametasona
apresentaram 157,4 + 15,1ug/ml de proteinas totais, uma inibicdo de 54,1%.E o grupo pré-
tratado com a Convolutamidina A (10 mg/kg) apresentou 156,6 + 29,7ug/ml de proteinas
totais, com inibicdo de 54,4%. J& os grupos que receberam CMO02 nas doses de 0,1, 1 e 5
mg/kg apresentaram uma reducdo maior que 50% na quantificacdo de proteinas totais em
todas as doses testadas (131,3 + 61,1 pg/ml, 118,4 £+ 66,8 pug/ml e 172,7 £ 70,5 pg/ml,
respectivamente), com inibicdo de 61,7% na a dose de 0,1 mg/kg, 65,5% para a dose de 1
mg/kg e 49,7% na dose de 5 mg/kg. Nos animais que receberam CMO3, ocorreu uma
diminuicdo na quantidade de proteinas totais do exsudato no pré-tratamento com as doses de 1
e 5 mg/kg, apresentando uma reducdo de 60,8% (116,5 = 21,4 pg/ml) e 64,1% (106,8 £ 41,3

pg/ml), respectivamente.
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Gréfico 11:Efeito de CM02 e CMO03 no extravasamento de proteinas plasmaticas induzido por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (agua destilada + DMSO),
Convolutamidina A (10,0 mg/kg) ou com os analogos (0,1, 1 e 5 mg/kg), 1 hora antes da injecéo de
carragenina na BAS ou pré-tratados i.p. com dexametasona (0,5 mg/kg) 30 minutos antes da injecéo

de carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como Média + D.P. da concentracdo de proteinas
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plasméticas totais (ug/mL) (n=6-8). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os
grupos tratados com CM02, CM03, Convolutamidina A ou dexametasona e o veiculo, por analise de
variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Newman-Keuls. * quando comparados 0s grupos tratados
com CM02, CMO03, Convolutamidina A ou dexametasona e o veiculo (carragenina na BAS) e #

quando comparados 0s grupos veiculoe o grupo que recebeu PBS na cavidade.

4.3.3 Quantificacdo de Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico é um importante mediador produzido em grandes quantidades no
processo inflamatdrio, onde desempenha diversas fungdes regulatédrias (Rossi e cols., 2003).
Com isso, buscamos verificar se o tratamento com os analogos da Convolutamidina A poderia

influenciar de algum modo a sua producgéo nesse modelo de inflamagéo aguda.

No grupo injetado com PBS na cavidade e pré-tratado com veiculo, a concentragdo de
NO no exsudato coletado foi de 29,2 + 7,2 uM, enquanto que no grupo injetado com
carragenina e pré-tratado com veiculo (v.0.) foi de 160,1 + 41,2 uM. Nos animais que
receberam Dexametasona (0,5 mg/kg) por via i.p., essa concentracdo foi de 70,9 £ 3,2 uM,
com uma inibicdo de 55,7% quando comparada aos grupos que receberam veiculo (v.0.) e a
injecdo de carragenina. O pré-tratamento com a Convolutamidina A (10 mg/kg) também
demonstrou uma reducéo de 50,2% na concentracdo de NO (79,8 + 2,8 uM). E os animais que
foram pré-tratados com CMO02, apresentaram uma diminuicdo de concentracdo de NO do
exsudato somente na maior dose (5 mg/kg), com inibicdo de 53,4% (74,6 + 11,9 uM) (Grafico

12).
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Gréfico 12: Efeito de CMO02 na producdo de éxido nitrico (NO) induzido por carragenina na BAS. Os
animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (dgua destilada + DMSO), Convolutamidina A (10
mg/kg) ou com CMO02 (0,1, 1 e 5 mg/kg), 1 hora antes da injecdo de carragenina na BAS ou pré-
tratados i.p. com dexametasona(0,5 mg/kg) 30 minutos antes da injecdo de carragenina na BAS. Os
resultados séo expressos como Meédia £ D.P. da concentragcdo de NO (M) (n=6-8). A significancia
estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com CMO02, Convolutamidina A ou
dexametasona e o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Newman-Keuls.
* quando comparados os grupos tratados com CMO02, Convolutamidina A ou dexametasona e o
veiculo (carragenina na BAS) e # quando comparados 0s grupos veiculo e o grupo que recebeu PBS

na cavidade.

No grafico 13, os dados mostram que 0s animais pré-tratados com CMO03
demonstraram uma diminuig&o na concentragdo de NO no lavado da BAS em todas as 3 doses

testadas (0,1, 1 e 5 mg/kg), com uma inibicao de 45,6% para a dose de 0,1 mg/kg (87,2 + 39,3
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uM), 61,7 % na dose de 1 mg/kg (61,4 £ 12,0 uM) e 66,8% na dose de 5 mg/kg (53,1 £ 16,2

HM).
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Gréfico 13: Efeito de CMO03 na producéo de éxido nitrico (NO) induzido por carragenina na BAS. Os
animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (dgua destilada + DMSO), Convolutamidina A (10
mg/kg) ou com CMO03 (0,1, 1 e 5 mg/kg), 1 hora antes da injecdo de carragenina na BAS ou pré-
tratados i.p. com dexametasona(0,5 mg/kg) 30 minutos antes da injecdo de carragenina na BAS. Os
resultados séo expressos como Média + D.P. da concentragdo de NO (uM) (n=6-8). A significancia
estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com CMO03, Convolutamidina A ou
dexametasona e o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Newman-Keuls.
* quando comparados 0s grupos tratados com CMO03, Convolutamidina A ou dexametasona e o
veiculo (carragenina na BAS) e # quando comparados os grupos veiculo e o grupo que recebeuPBS na

cavidade.

52



4.3.4 Dosagem de citocinas (TNF-a e IL-1p)

A evolucdo do processo inflamatorio estd relacionada com a producdo de diversas
citocinas, entre elas, 0 TNF-a e a IL-1p (Turner ¢ cols., 2014). Com isso, decidimos avaliar se
os analogos CM02 e CMO03 eram capazes de reduzir a expressdo de algumas citocinas durante

0 processo inflamatorio induzido pela carragenina.

No grafico 14, podemos observar que nos animais pré-tratados com veiculo e que
receberam a injecdo de carragenina na BAS a concentracdo de TNF-o no exsudato aumenta
(245,6 + 75,4 pg/ml) quando comparada com a dos animais pré-tratados com veiculo e que
receberam PBS na cavidade (2,4 + 5,3 pg/ml). O pré-tratamento com CMO02 (0,1, 1 e 5
mg/kg), no grupo injetado com carragenina na BAS, ndo alterou a concentracdo de TNF-o no
exsudato inflamatorio em nenhuma das 3 doses testadas.Com relacdo aos animais pré-tratados
com CMO03 e que receberam a injecdo de carragenina na BAS, observamos uma reducdo da
concentracdo de TNF-a no exsudato inflamatorio coletado da cavidade nas doses de 1 e 5
mg/kg (125,8+ 34,4 pg/ml e 25,7+ 14,5, respectivamente), com uma inibicdo de 48,8 % na

dose de 1 mg/kg e 89,53% na dose de 5 mg/kg.
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Gréfico 14: Efeito de CM02 e CMO03 na producdo de TNF-a induzida por carragenina na BAS. Os
animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (dgua destilada + DMSO), CM02 ou CM03 (0,1, 1

e 5 mg/kg) 1 hora antes da injecdo de carragenina na cavidade. Os resultados sdo expressos como

Média + D.P. da concentracdo de TNF-a (pg/mL) (n=6-8). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi
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calculada entre os grupos tratados com osanalogos e o veiculo, por anélise de variancia (ANOVA)
seguida do pos-teste de Newman-Keuls. * quando comparados os grupos tratados com CMO02 ou
CMO03 e o veiculo (carragenina na BAS) e # quando comparados 0s grupos veiculo e o grupo que

recebeu PBS na cavidade.

Com relagdo a producdo de IL-1B (grafico 15), no grupo dos animais pré-tratados
oralmente com veiculo que recebeu a injecao de PBS na cavidade, quantificou-se 201,2 + 47,8
pg/mL, enquanto no exsudato inflamatério da BAS dos animais tratados oralmente com
veiculo que receberam injecéo de carragenina na cavidade, foram quantificadas 864,9 + 234,5
pg/mL de IL-1B. O pré-tratamento oral com CMO02, nas doses de 0,1, 1 e 5 mg/kg, nao foi
capaz de reduzir significativamente a concentracdo de IL-1p. J& o pré-tratamento oral com
CMO03 foi capaz de reduzir significativamente a concentracdo de IL-1p nas doses de 1 e 5
mg/kg (563,6 = 170,1 pg/ml e 439,4 + 71,5 pg/ml, respectivamente), apresentando uma

inibicdo de 34,8% para a dose de 1 mg/kg e 49,2% para a dose de 5 mg/kg.
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Grafico 15: Efeito de CM02 e CMO03 na producdo de IL-1Binduzida por carragenina na BAS. Os
animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (dgua destilada + DMSO), CM02 ou CM03 (0,1, 1
e 5 mg/kg) 1 hora antes da injecdo de carragenina na cavidade. Os resultados sdo expressos como
Meédia = D.P. da concentragdo de IL-1B (pg/mL) (n= 6-8). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi

calculada entre os grupos tratados com os anélogos e o veiculo, por analise de variancia (ANOVA)
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seguida do poés-teste de Newman-Keuls. * quando comparados os grupos tratados com CMO02 ou
CMO03 e o veiculo (carragenina na BAS) e # quando comparados os grupos veiculo e o grupo que

recebeu PBS na cavidade.

4.3.5 Dosagem de espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ROS) possuem um papel essencial na defesa do
organismo e sdao geradas por fagdcitos em reposta a um estimulo inflamatério (Noubade e
cols., 2014). Devido a esse fato, decidimos avaliar se os analogos influenciavam de algum

modo a geracdo de ROS.

De acordo com o grafico 16, podemos observar que as células da BAS estimuladas
com Forbol miristato acetato (PMA) que foram tratadas com convolutamidina A na
concentracdo de 10 uM apresentam uma maior producdo de ROS quando comparadas com as
células estimuladas com PMA que ndo receberam o tratamento (controle). No tratamento
dessas células com o analogo CMO02 ndo observamos diferencas significativos na geracdo de

espécies reativas de oxigénio, ou seja, CM02 ndo interfere na geracdo de ROS.
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Gréficol6: Efeito de CMO02 na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Células coletadas da
BAS de animais previamente injetados com carragenina (1%) foram tratadas com CMO02 (10, 30 ou
100 puM) e estimuladas ex vivocom PMA. Os resultados sdo expressos como Média + D.P. da
intensidade de fluorescéncia emitida (n=3). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre
0s grupos tratados com o andlogo CM02 ou Convolutamidina A e o controle, por analise de variancia

(ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

Ja no gréficol7, podemos observar que o tratamento das células coletadas da BAS
com o analogo CMO03 e estimuladas com PMA apresentam um aumento da geracdo de ROS
em todas as concentragdes testadas quando comparadas com as células estimuladas com PMA

que néo receberam tratamento (controle).
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Graficol7: Efeito de CMO03 na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Células coletadas da

BAS de animais previamente injetados com carragenina (1%) foram tratadas com CMO03 (10, 30 ou
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100 pM) e estimuladas ex vivo com PMA. Os resultados sdo expressos como Média + D.P. da
intensidade de fluorescéncia emitida (n= 3). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre
0s grupos tratados com o andlogo CM03 ou Convolutamidina A e o controle, por analise de variancia

(ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Keuls.
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5. Discussao



A Convolutamidina A é uma substancia que tem apresentado diversas atividades
farmacologicas (Kamano e cols., 1995; Tokunaga e cols., 2001; Hewawasam e cols., 2002).
Recentemente nosso grupo publicou artigos elucidando algumas propriedades antinociceptiva
e anti-inflamatoria da convolutamidina A (Figueiredo e cols., 2013; Fernandes e cols., 2014).
Devido a esse fato e também a facilidade de sintese, dois novos analogos foram sintetizados
pelo grupo dos professores Bérbara Vasconcellos da Silva e Angelo da Cunha Pinto, do
Laboratorio de Quimica Organica, do Instituto de Quimica, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ), o CM02 (5-cloro-N-morfolina-3-hidroxi-2-oxindol) e o CM03 (5-bromo-
N-morfolina-3-hidroxi-2-oxindol), com o objetivo de avaliar novas substancias que pudessem

ter promissoras atividades farmacoldgicas.

A partir da sintese dessas substancias, foi realizada a avaliacdo de uma possivel acéo
antinociceptiva e/ou anti-inflamatdria desses dois novos analogos utilizando o modelo da
lambedura de pata induzida pela formalina. A injecdo subcutanea de formalina evoca uma
resposta dolorosa bifasica. A primeira fase, que dura em torno de 5 minutos e se inicia logo
apos a injecdo de formalina, é atribuida a ativacdo de neurbnios aferentes primarios. Essa
ativacdo é decorrente da acdo direta da formalina nos nociceptores e também da atuacdo de
mediadores como a bradicinina, histamina e serotonina, liberados de mastdcitos a partir da
injaria local ocasionada pela aplicacdo de formalina. A segunda fase, por sua vez, se inicia 15
minutos apds a injecdo de formalina e dura em torno de 15 minutos. Essa etapa tem sido
atribuida aos efeitos combinados da sensibilizacdo de neur6nios periféricos e da medula
espinhal, através da liberacdo de mediadores inflamatorios e algésicos, tais como, histamina,
serotonina, prostaglandinas, bradicinina, dentre outros (Parada e cols., 2001; Fischer e cols.,

2014).
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No presente trabalho, tanto o andlogo CM02 como o CMO03 foram capazes de reduzir
significativamente o tempo de lambedura na primeira e na segunda fase do modelo. A
atividade antinociceptiva de ambos os analogos, verificada atraves da inibicdo da primeira
fase, pode ser devido a uma acgéo direta dos analogos nos nociceptores existentes na pata dos
animais, impedindo assim a sua ativacdo pela formalina e/ou pelos mediadores liberados
localmente apos a injuria tecidual. Ja a atividade anti-inflamatoria, constatada pela inibicdo da
segunda fase, pode estar sendo ocasionada pela inibicdo da sintese e/ou liberacdo de

mediadores pré-inflamatorios, ou mesmo bloqueando seus receptores.

A partir dos resultados apresentados no modelo da lambedura de pata induzida pela
formalina que sugere uma atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria dos anélogos,
decidimos realizar outro modelo, que conta com a participacdo de um estimulo inflamatério e
possui uma maior escala temporal, 0 que nos permite verificar o perfil de acdo das substancias

ao longo do tempo, esse modelo foi o da hiperalgesia térmica induzida pela carragenina.

A injecdo intraplantar de carragenina € um procedimento bem estabelecido que induz
uma inflamacédo e hiperalgesia local (Loram e cols., 2007). O dano tecidual causado pela
injecdo de carragenina € um fenbmeno que envolve a ativacdo diferentes vias e liberacdo de
diversos mediadores que produzirdo a hiperalgesia inflamatéria. Sabe-se que alguns
mediadores estdo envolvidos, como os produtos do metabolismo do &cido araquidénico (p.
ex., prostaglandinas, leucotrienos), contetdo de mastdcitos (histamina), citocinas (TNF-a, IL-

1B) e o oxido nitrico (NO) (Sammons e cols., 2000).

Na dltima década, estudos tem demonstrado que a injecdo de carragenina causa uma
hiperalgesia inflamatoria que é iniciada através de uma cascata de citocinas. A administragio
de carragenina estimula a liberagdo de TNF-a, que ao interagir com seu receptor promove a
liberacdo de IL-1B, que por sua vez, desencadeia a liberagdo de prostanoides, um dos
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principais mediadores envolvidos no desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria. Esse
mediador, ativa vias com segundos mensageiros responsaveis pela reducdo do limiar de

excitabilidade dos nociceptores e aumento da excitabilidade neuronal (Cunha e cols., 2005).

Nossos resultados demonstram que a administragdo de ambos os analogos é capaz de
inibir a hiperalgesia térmica em um periodo de 6 horas e até 24 horas apds as suas
administragcdes, um efeito que se mostra prolongado ao compararmos com o efeito da
Convolutamidina A, observado até a 4% hora. A inibicdo da hiperalgesia térmica por CM02 e
CMO03 pode estar ocorrendo através da inibicdo da liberacdo das citocinas pré-inflamatorias,
ou podemos sugerir uma inibicdo da liberacdo de mediadores advindos das acgdes dessas
citocinas, como é o caso dos prostanoides. H& ainda a possibilidade dos anédlogos estarem
atuando diretamente nos receptores desses mediadores. Borgi e cols. (2013) demonstraram, no
modelo da hiperalgesia térmica induzida pela carragenina, que o tratamento dos camundongos
com a Vintexina, um flavonoide com propriedades anti-inflamatdrias, reduz a hiperalgesia ao
estimulo térmico através da diminuigdo dos niveis de citocinas como o TNF-a e a IL-1§ na
pata dos animais. Nesse contexto, podemos supor que CM02 e CMO03 estejam interferindo em
um ou mais pontos da cascata de citocinas, e assim, impedindo a liberacdo de mediadores
envolvidos na reducdo do limiar dos nociceptores e a consequente hiperalgesia ao estimulo

térmico.

Como observamos que ambos 0s analogos indicavam ter um efeito anti-inflamatorio,
decidimos avaliar o padrdo anti-inflamatério dessas substancias no modelo da bolsa de ar
subcutanea (BAS). A BAS € um modelo conveniente para se estudar a inflamacdo aguda e
avaliar o mecanismo de acdo atraves da anélise de parametros inflamatorios como infiltracdo
celular, extravasamento de proteinas e producdo de mediadores inflamatérios. A injecéo de ar

no dorso dos animais forma uma membrana com caracteristicas similares a membrana
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sinovial, e com a injecdo de carragenina ocorrerd a inducao de uma inflamacdo e a bolsa de ar
ird servir como um reservatorio de células e mediadores que podem ser quantificados no

fluido que se acumula localmente (Shin e cols., 2009; Guerra e cols., 2011).

Durante as primeiras horas ap0s a injecdo de carragenina os neutrofilos sdo as
principais células a serem recrutadas para o local da inflamagdo. Apds algumas horas,
macrdfagos e linfocitos também chegam ao local e desempenham um importante papel na
evolugdo da inflamacé&o ao produzirem e liberarem citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a,

e IL-1B (Di Rosa, 1972).

Ambos os analogos foram capazes de reduzir a migracdo leucocitaria para a cavidade.
O anédlogo CMO02, ja na menor dose testada (0,1 mg/kg) foi capaz de reduzir, de modo
significativo, a quantidade de leucdcitos que migraram para a BAS. E para o andlogo CMO03,

essa reducéo foi significativa a partir da dose de 1 mg/kg.

Depois de descartarmos a hipdtese de que os analogos poderiam causar
mielotoxicidade ou inibicdo na transmigracdo sangue-tecido, decidimos verificar como 0s
analogos poderiam estar atuando na reducdo da migracdo dos leucécitos para a BAS. Com
isso, 0 envolvimento de mediadores pro-inflamatérios considerados quimiotaticos foi
estudado. Neste contexto, os primeiros mediadores avaliados foram as citocinas pro-

inflamatorias TNF-a e IL-1p.

O TNF-a ¢ uma citocina considerada essencial na resposta imune inata, devido ao seu
papel em iniciar a cascata de citocinas no processo inflamatorio. Além disso, ele é capaz de
influenciar na expressdo de moléculas de adesdo e promover a quimiotaxia de neutrofilos e
linfécitos. Enquanto que a interleucina-1p, promove também a expressdo de moléculas de
adesdo, migracdo leucocitaria e aumento da permeabilidade vascular (Guerra e cols., 2011;

Turner e cols., 2014). Nossos resultados demonstraram que a injecdo de carragenina na BAS
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foi capaz de promover um aumento significativo na concentragdo de TNF-a e IL-1B no
exsudato quando comparada aos animais que receberam somente a injecao de PBS. O analogo
CMO02 nao demonstrou reducdo da producdo dessas citocinas, enquanto que CMO03 inibiu os
niveis tanto de TNF-a quanto de IL-1B nas doses de 1 e 5 mg/kg. Portanto, a inibicdo da
migracao leucocitaria observada nesse ensaio para o analogo CMO03 pode estar relacionada
com a reducdo dos niveis dessas citocinas quimioatraentes. Nossos resultados estdo de acordo
com os relatados de Frode e colaboradores (2001) que observaram em ratos, no modelo de
pleurite induzida por carragenina, que o pré-tratamento dos animais com anticorpos para
TNF-o e IL-1p reduzem a infiltracdo de neutréfilos e que essas citocinas tem um papel
importante na regulacdo da migracdo celular na inflamacéo induzida pela carragenina. Para
CMO02 outro mecanismo parece estar envolvido. Apesar dos analogos apresentarem uma

semelhanca estrutural, podemos perceber que eles possuem perfis de agéo distintos.

Durante a inflamacao, citocinas pro-inflamatérias como 0 TNF-a e a IL-1p estimulam
a expressdo da 6xido nitrico sintase induzida (NOSi) em varios tipos celulares. A enzima
NOSi ativada ird produzir grandes concentraces de 6xido nitrico (NO), que dentre diversas
funcdes, estd envolvido com o rolamento de leucécitos, vasodilatacdo, acdes citotdxicas e
pré-inflamatérias (Moncada e cols., 1991; Mahat e cols., 2010; Niedbala e cols., 2011).
Portanto, a investigacdo da producdo de NO, o bioproduto da atividade da NOSi, foi mais um
dos parametros avaliados. A concentracdo de NO no exsudato da BAS dos animais pré-
tratados com CMO03 apresentou uma diminuicdo significativa em todas as doses testadas,
corroborando com os resultados vistos anteriormente para a producdo de citocinas. Para
CMO02, apesar de néo ter ocorrido uma redugdo na concentracdo de citocinas no exsudato,
houve uma diminuigéo da concentracdo de NO na maior dose testada, 0 que sugere uma acao

anti-inflamatoria desse analogo, em parte, por meio da inibicao da produgéo de NO.
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A injecdo de carragenina também desencadeia a liberacdo de mediadores como
histamina, bradicinina e prostaglandinas que, dentre outras funcdes, estdo envolvidos com o
aumento da permeabilidade vascular e consequente extravasamento de liquido rico em
proteinas, alteracdes que sdo vistas na fase inicial do processo inflamatorio (Di Rosa, 1972;
Lapa e cols., 2012). Assim, resolvemos quantificar a concentracdo de proteinas do exsudato
da BAS. O analogo CMO02 foi capaz de reduzir o extravasamento de proteinas em todas as
doses testadas e CMO03 nas doses de 1 e 5 mg/kg. Tais resultados refletem mais uma vez a
acdo moduladora dos analogos na resposta inflamatdria ao inibir mais um pardmetro
observado na inflamacdo aguda. Essa inibicdo do extravasamento de proteinas pode ser
devido a uma reducdo de mediadores envolvidos na inflamagdo. Outra hipétese é que tanto
CMO02 como CMO03 podem estar interagindo diretamente com receptores para estes
mediadores (serotonina, bradicinina, histamina) bloqueando-os e impedindo que os agonistas
ativem seus receptores, causando assim, a contracdo nas células endoteliais, com consequente

aumento na permeabilidade vascular.

Nesse modelo, o analogo CM03 demonstrou reducdo de diversos aspectos da resposta
inflamatoria induzida pela carragenina, como diminuicdo da migracdo leucocitaria, que parece
estar envolvida com a reducdo da producdo de citocinas como 0 TNF-a e IL-1p e também
com a reducdo da producdo de NO, ja que tais mediadores estdo envolvidos com a expressao
de moléculas de adesdo e quimiotaxia de leucdcitos. A reducdo de IL-13 e NO corroboram
com outro aspecto avaliado que foi 0 a diminui¢do do extravasamento de proteinas, uma vez
que o NO possui acdo vasodilatadora e a citocina IL-1 é capaz de promover um aumento da

permeabilidade vascular (Shin e cols., 2009; Guerra e cols., 2011).

Jad o andlogo CMO02, demonstrou uma redugdo na migracdo leucocitaria e no

extravasamento de proteinas para o exsudato, que parecem estar envolvidos em parte com a
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reducdo da producdo de NO. O analogo nédo atuou na reducdo de citocinas pro-inflamatdrias
como 0 TNF-a e a IL-1P, contudo a diminui¢do de outros mediadores inflamatorios como 0s
produtos do metabolismo do é&cido araquidénico, dentre outros, também podem estar
envolvidos, 0 que se faz necessarios nossos ensaios para investigacdo da participacdo de

outros mediadores no mecanismo de agao.

Demonstrada a acdo anti-inflamatéria dos andlogos CM02 e CM03 no modelo da
BAS, decidimos investigar a atuacdo de CM02 e CMO03 na geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em leucdcitos coletados da BAS, ja que a geracdo de ROS estd aumentada

durante o processo inflamatério (Rosanna e Salvatore, 2012).

As ROS sdo reconhecidas por desempenharem um papel dual no contexto da
inflamacdo como produtos benéficos e prejudiciais. O controle temporal da producdo de ROS
que ira determinar se elas atuardo como agentes pro- ou anti-inflamatdrios. As espécies
reativas de oxigénio sdo produtos do metabolismo celular normal e participam da manutencao
da homeostase celular. Durante o processo inflamatério o recrutamento de leucdcitos para o
local da injuria leva a um processo chamado de “estresse oxidativo”, ocasionado pelo
aumento do consumo de oxigénio, levando a geracdo e acumulacdo de ROS. Dentre diversas
funcBes, as ROS constituem um mecanismo de defesa contra organismos invasores devido a
sua atividade microbicida, estdo envolvidas com o recrutamento de leucocitos, aumento da
expressao génica de mediadores pré-inflamatorios e podem ocasionar danos a proteinas,
lipidios e a0 DNA levando a morte celular (Rosanna e Salvatore, 2012; Alessandri e cols.,

2013).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento ex vivo dos leucécitos com o
analogo CM02 néo causou alteracdo na producdo de ROS pelas células. No entanto, quando
as celulas foram tratadas com o analogo CM03, houve um aumento da producéo de ROS. Este
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dado pode ser devido a geracdo de espécies reativas de oxigénio por meio da oxidacdo da
prépria estrutura do analogo, ja que o CMO03 apresentou reducédo do processo inflamatorio em

todos os ensaios realizados.

Depois de avaliar o padrdo anti-inflamatério dos analogos no modelo da BAS,
resolvemos verificar o comportamento de CM02 e CMO03 nesse mesmo modelo quando
administrados por diferentes vias. Para isso, utilizamos a via oral, intraperitoneal e local.
CMO02 e CMO03 somente foram ativos quando administrados pela via oral. A administracao
tanto pela via intraperitoneal como a injecéo direta na BAS ndo causaram qualquer efeito.
Estes dados sdo sugestivos de que, provavelmente, algum metabdlito deve estar sendo
formado ap6s a administracdo oral. E este metabolito deve ser o responsavel pelo efeito

bioldgico observado.

Ambos os analogos da Convolutamidina A, CM02 e CMO03, apresentaram efeitos
sobre os fendbmenos bioldgicos estudados. Contudo, em alguns ensaios nota-se uma diferenca
na acdo dessas substancias. Assim, levando em conta a diferenca estrutural entre os analogos,
podemos observar somente uma modificacdo no substituinte do carbono da posicdo 5, como

mostra a figura 10.

O CMO03, que possui 0 atomo de Bromo (-Br) ligado ao carbono 5, apresentou uma
acdo farmacolégica maior, ja que no modelo da BAS foi capaz de inibir todos os parametros
inflamatorios avaliados. A acdo maior desse andlogo pode ser resultado de um melhor perfil
farmacocinético. O atomo de bromo apresenta um maior raio atbmico e possui uma maior
lipossolubilidade. Estes fatores podem favorecer uma maior lipossolubilidade e aumento da

biodisponibilidade, o que pode refletir em um melhor perfil farmacoldgico.
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CMO02 CMO03

Figura 10: Estruturas dos analogos da Convolutamidina A. CMO02 (5-cloro-N-morfolina-3-hidroxi-2-

oxindol) e CMO03 (5-bromo-N-morfolina-3-hidroxi-2-oxindol).

Os resultados apresentados nesse trabalho demonstram a atividade antinociceptiva e
anti-inflamatoria de dois novos analogos da Convolutamidina A. Contudo, de acordo com o0s
parametros avaliados ndo podemos ainda propor um mecanismo de acdo preciso, uma vez que
a acdo dos analogos parece envolver diferentes vias e receptores, constituindo um evento
multimediado. Mas podemos ressaltar a importancia da juncdo entre a quimica medicinal e a

farmacologia experimental na busca e avaliagdo de novas substancias candidata a farmacos.
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5. Conclusoes



Ap0s os ensaios farmacoldgicos com os andlogos da Convolutamidina A CMO02 e
CMO03, podemos concluir que ambos os anadlogos possuem efeitos antinociceptivos e anti-

inflamatorios uma vez que:

- Reduziram o tempo de lambedura no modelo da lambedura de pata induzida pela

formalina.

- Reduziram a hiperalgesia ao estimulo térmico induzida pela carragenina.

- Promoveram reducéo de diversos parametros avaliados no modelo da BAS.

O andlogo CMO02 desencadeou uma reducdo da quimiotaxia de leucdcitos, do
extravasamento de proteinas e da producao de NO. Engquanto que CMO03 demonstrou reducao
da quimiotaxia de leucdcitos, extravasamento de proteinas, producdo de NO e citocinas como
0 TNF-a e IL-1.

Ambos os analogos foram ativos somente pela via oral.
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