PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA E

QUIMICA MEDICINAL

PERFIL FARMACQL()GICO DE TRES
NOVOS ANALOGOS DA
CONVOLUTAMIDINA A

YASKARA LESSA LISBOA BALLARD

RIO DE JANEIRO
2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

armacologia
&

Ny & . ,
Kj uimica INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

medicinal

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA E

QUIMICA MEDICINAL

PERFIL FARMACOLOGICO DE TRES
NOVOS ANALOGOS DA
CONVOLUTAMIDINA A

YASKARA LESSA LISBOA BALLARD

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pos-Graduagdo em Ciéncias Biolodgicas
(Farmacologia e Quimica Medicinal), do Instituto
de Ciéncias Biomédicas, da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, visando a obtengdo do grau de
mestre em Ciéncias Bioldgicas (Farmacologia e
Quimica Medicinal).

Orientadora: Profa. Dra. Patricia Dias Fernandes

RIO DE JANEIRO
Janeiro de 2013



PERFIL FARMACOLOGICO DE TRES NOVOS ANALOGOS DA
CONVOLUTAMIDINA A

Yaskara Lessa Lisboa Ballard
Orientadora: Profa. Dra. Patricia Dias Fernandes
Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Po6s-Graduagdo em
Farmacologia ¢ Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade

Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do
titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Farmacologia).

Aprovada por:

Prof. Dra. Ana Luisa Palhares de Miranda

Prof. Dra. Celuta Sales Alviano

Profa. Dra. Ligia Maria Torres Pecanha

Profa. Dra. Claudia Licia Martins Silva (Revisora)

Profa. Dra. Patricia Dias Fernandes (Orientadora)

RIO DE JANEIRO
Janeiro de 2013

I



FICHA CATALOGRAFICA

Ballard, Yaskara Lessa Lisboa.

Perfil Farmacolodgico de trés novos analogos da Convolutamidina A/Y4skara
Lessa Lisbda Ballard. — Rio de Janeiro: UFRJ, ICB — PPGFQM, 2013.

xvii, 112f.:11; 31 cm

Orientadora: Patricia Dias Fernandes

Dissertacdo (Mestrado), UFRJ, ICB, Programa de Poés-Graduagdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, 2013.

Referéncias Bibliograficas: f. 97-111.

1. Convolutamidina A. 2. Dor 3. Atividade antinociceptiva. 4. Inflamagao. 5.
Atividade anti-inflamatoria. 1. Fernandes, Patricia Dias. II. Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Instituto de Ci€ncias Biomédicas, Programa de Pés-Graduagao
em Farmacologia e Quimica Medicinal. III. Titulo.

v




“Ndo confunda jamais conhecimento com sabedoria.
Um o ajuda a ganhar a vida; o outro a construir uma vida”

S. Carey



AGRADECIMENTOS

A Deus por estar sempre ao meu lado a me ajudar.

A razdo da minha vida, minha linda filha Sofia, por ser o meu maior incentivo nos

momentos mais dificeis.

Ao meu eterno amor Leonardo, por todo carinho e compreensdo nos momentos em que

nao pude estar presente.

A minha mae Ivone e irmds Aurimara ¢ Waneska pelo companheirismo e oragdes

constantes pela minha vida e ao meu saudoso pai Ademir. Amo vocés!

A toda minha familia que de alguma forma torceu por mim e sempre esteve ao meu

lado. Valeu cunhadinha Daiane!!!

Ao meu querido professor de inglés Thomas!!!

A minha secretaria Gisele que muito me ajudou no decorrer desse trabalho.

A Profa. Dra. Patricia Dias Fernandes, meu especial agradecimento pela orientagdo que
possibilitou meu crescimento como profissional e como pessoa. Vocé € para mim um
exemplo de pessoa dedicada e determinada. Obrigada pela rigidez e incentivo
constantes para busca de novos ensinamentos e principalmente, muito obrigada pela

paciéncia com as minhas duvidas e insegurancas.

Aos Profs. Dr. Angelo da Cunha Pinto e Dra. Barbara Vasconcellos Silva por terem me

cedido as substancias utilizadas neste trabalho.

As Profas. Dra. Ana Luisa Palhares, Dra. Ligia Pecanha e Dra.Celuta Alviano e

Daniela Alviano (suplente) pela participa¢do na Banca Examinadora.

VI



A Profa. Dra. Claudia Lucia Martins Silva, pelas contribuicdes e zelo durante a revisdo

desse trabalho.

A todos os professores do Programa de Pds-graduacdo em Farmacologia e Quimica

Medicinal que contribuiram para minha formagao.

Aos meus amigos de laboratorio, Carol, Gabi, Fabiana, Flavia, Sthephane, Thays, Jorge
e Alan, muito obrigada por tudo. Natalia, Milena e Thais, valeu meninas pelo
companheirismo e amizade verdadeira que construimos no lab. A ex-aluna Renata
Zardo por me ensinar e ajudar no desenvolvimento de varios experimentos, obrigada
pela sua amizade. Profa. Dra. Mariana Martins Gomes Pinheiro, meu muito obrigada

por varias orientacdes e disponibilidade nos momentos de duvida. Obrigada a todos!!

A todos os funcionarios do bloco J (Farmacologia).

Ao Instituto Vital Brazil pelos camundongos doados.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa

de mestrado.
A Fundagdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro

(FAPERJ) e Conselho Nacional de Pesquisa (CNPq), pelos auxilios financeiros

concedidos ao laboratorio.

VII



RESUMO

Perfil farmacologico de trés novos analogos da convolutamidina A

Yaskara Lessa Lisb6a Ballard.
Orientadora: Dra. Patricia Dias Fernandes.

Resumo da dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-Graduacgao
em Farmacologia e¢ Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios
a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias.

A atividade farmacologica de trés derivados da convolutamidina A (ISA 160,
ISA 161, ISA 162) foi avaliada em modelos algesimétricos (formalina, retirada de cauda
e placa quente) e modelo inflamatorio (bolsa de ar subcutanea [BAS]). Para investigar
o(s) mecanismo(s) de ag@o antinociceptivo foram administrados naloxona, atropina
(antagonistas opioide e muscarinico, respectivamente) ou L-NAME (inibidor da 6xido
nitrico sintase) no modelo da formalina, bem como a administragdo intraplantar de
glutamato e capsaicina.

No modelo da formalina, todas as ISAs inibiram significativamente o tempo em
que o animal permaneceu lambendo a pata injetada com formalina na 1% (fase
neurogénica) e 2* fase (fase inflamatoria), nas trés doses testadas (0,1, 1 e 10 mg/kg). Os
trés derivados apresentaram efeito antinociceptivo central espinhal (teste da retirada de
cauda), entretanto ndo demonstraram efeito antinociceptivo supra-espinhal (modelo da
placa quente). No modelo da formalina, o pré-tratamento com atropina preveniu o efeito
da ISA 161 na primeira fase e das ISAs 160 e 162 na segunda fase. O antogonista
opioide, naloxona, preveniu o efeito antinociceptivo dos trés derivados na primeira fase
e das ISAs 160 e 162 na segunda fase. O L-NAME, preveniu o efeitos da ISA 161 em
ambas as fases ¢ da ISA 160 ¢ 162 na segunda fase. Através do modelo da BAS, pode-
se observar que apenas as ISAs 160 e 162 na dose de 1 mgkg reduziram
significativamente o extravasamento de proteinas totais. Além disso, a producdo de
TNF-a, IL-1B e 6xido nitrico no exsudato da BAS foram reduzidas pelos trés derivados.

Nossos dados sugerem que: 1) os trés derivados possuem acdo antinociceptiva
periférica e espinhal, e atividade anti-inflamatdria; 2) o mecanismo de agdo parece
envolver sistemas opioide, colinérgico, nitrérgico, glutamatérgico bem como uma
possivel ativagdo de receptores TRPV1; 3) o efeito anti-inflamatorio apresentado pelos
derivados pode estar relacionado a inibi¢do da migragdo de leucdécitos, extravasamento
de proteinas plasmaticas, bem como reducao na producdo de citocinas e NO.

Palavras-chave: Convolutamidina A; dor; atividade antinociceptiva; inflamacao;
atividade anti-inflamatoria.

Rio de Janeiro
Janeiro de 2013
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ABSTRACT
Pharmacological profile of three new analogs of Convolutamydine A

Yaskara Lessa Lisboa Ballard.

Orientadora: Dra. Patricia Dias Fernandes.

Abstract da dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Po6s-Graduagao
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.

The pharmacological activity of three derivatives of the
convolutamydine A (ISA 160, ISA 161 and ISA 162) was evaluated in
analgesic models (formalin, tail flick and hot plate) and inflammatory
model (subcutaneous air pouch - SAP). To investigate the
antinociceptive mechanism(s) of action the pre-treatment with the
naloxone, atropine (opioid and muscarinic antagonists, respectively) or
L-NAME (nitric oxide sinthase inhibitor) was performed as well as the

administration of intraplantar glutamate and capsaicin.

In formalin model all ISAs, in doses of 0.1, 1 and 10 mg/kg, significantly
inhibited the time the animal spent licking the formalin injected paw, in 1% (neurogenic)
and 2™ (inflammatory) phases. The three derivatives have a central-spinal

antinociceptive effect (tail flick test), however they did not have a supraspinal
central activity in hot plate model. In the formalin model, the pre-
treatment with atropine inhibited the effect of ISA 161 in the 1* phase
and the effects of 160 and 162 in the 2™ phase. The opioid antagonist
naloxone, significantly prevented the antinociceptive effect of all three
derivatives in the 1* phase and the effects of ISA 160 and 162 in the 2™
phase. L-NAME, prevented the effects of ISA 161 in both phases and
the effects of ISA 160 and 162 in 2™ phase.In SAP model it could be
observed that only ISA 160 e 162, in dose of 1 mg/kg, reduced protein
extravasation. Furthermore, TNF-a, IL-1p and NO production, in the SAP
exudate was also reduced by the three derivatives.

Our results suggest that: 1) the three derivatives have peripheric and
spinal antinociceptive and anti-inflammatory action; 2) the mechanism
of action appears to involve opioid, cholinergic, nitrergic and glutamatergic
systems, as well as a possible activation of the TRPVI receptors; 3) the anti-
inflammatory effect presented by the derivatives may be related to inhibition of
leukocyte migration, extravasation of plasma proteins, as well as reduction of cytokines
and NO production.

Key words: Convolutamydine A; pain, antinociceptive activity; anti-inflammatory
activity.

Rio de Janeiro
Janeiro de 2013
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1. INTRODUCAO



1.1. Convolutamidina A

As convolutamidinas A até E (Figura la e 1b) sio membros da familia de alcaloides
oxinddlicos que tém em comum o esqueleto 4,6-dibromo-3-hidroxioxindol. Estas substancias
foram isoladas do briozoario Amathia convoluta (Figura 1c). As convolutamidinas A ¢ B
apresentaram significativo efeito inibindo a diferenciacdo de células de leucemia pro-
mielocitica humanas HL-60 (Kamano e cols., 1995). Entretanto, as demais convolutamidinas
(C, D e E) ndo foram avaliadas por ensaios farmacolégicos devido a pouca quantidade isolada

(Zhang e cols., 1995)

a) B b) Convolutamidina | Substituinte (R)
" HO A CH,COCH;
g 3 B CH,CH,ClI
> 2 C CH;
O D CH=CH2
. N1 E CH,CH,OH
Br H

Figura 1: Estrutura quimica das convolutamidinas (a); formula molecular das convolutamidinas (b);

fotografia do briozoario marinho Amathia convoluta (Adaptado de Kamano e cols., 1995) (c).



As promissoras atividades farmacoldgicas estimularam a sintese da convolutamidina A
pelo grupo do professor Angelo da Cunha Pinto e Profa. Dra. Barbara Vasconcellos da Silva,
do Laboratorio de Quimica Orgénica, do Instituto de Quimica, da UFRJ. Eles foram os
primeiros a propor uma rota sintética para a obtencdo da convolutamidina A na forma
racémica (Garden e cols., 1997; Cravotto e cols., 2006).

A literatura tem mostrado que derivados da convolutamidina A apresentam efeitos
farmacologicos tais como secrecdo do hormonio de crescimento (Tokunaga e cols., 2001),
neuroprote¢do por ativacdo dos canais de potassio ativados por calcio (Hewawasam e cols.,
2002) e anticonvulsivante (Popp e cols., 1985), entre outros. Recentemente foi publicado um
trabalho do nosso grupo mostrando a agdo antinociceptiva da convolutamidina A e dois
derivados, em modelos in vivo (Figueiredo e cols., 2012).

Devido a grande variedade de analogos sintetizados pela profa. Barbara Silva e seus
colaboradores, bem como o potencial farmacologico desta série quimica, varios outros estudos
s30 necessarios. Portanto nesse sentido, nosso grupo tem buscado avaliar os potenciais efeitos
anti-inflamatorios, antinociceptivos, bem como elucidar o (s) mecanismo(s) de ag¢do dos

derivados da Convolutamidina A.

1.2. Dor

Segundo a Associa¢do Internacional para o Estudo da Dor, a dor ¢ “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada ao dano tissular real ou potencial ou descritas
em termos de tais lesoes” (IASP, 1986).

A dor constitui uma experiéncia subjetiva uma vez que inclui um componente
emocional e por isso sua ocorréncia s6 pode ser determinada quando relatada. Desordens
como hiperalgesia (extrema sensibilidade ao estimulo doloroso), alodinia (resposta dolorosa a

estimulos mecanicos ndo nocivos) e hiperestesia (sensibilidade anormal a estimulos



sensoriais) podem ocorrer (Besson, 1999), e estdo relacionadas a experi€ncia nociceptiva.
Individuos podem apresentar sensa¢des dolorosas diferentes a partir de um mesmo estimulo
(Loeser e Melzck, 1999). Apesar dos animais ndo apresentarem a capacidade de relatar a
ocorréncia da dor, eles exibem respostas comportamentais, através das quais podemos
constatar a sua percepcdo. Por isso, nocicepgdo, refere-se a percep¢do de um estimulo
potencialmente lesivo ao organismo, substitui a denomina¢do dor em experimentos animais,
por se tratar exclusivamente do componente fisiologico da conducdo do impulso nervoso até o
cérebro, sendo desvinculado o componente emocional ndo mensurado com fidelidade em
animais (Besson e Chaouch, 1987).

De acordo com Woof (2010), a dor ¢ classificada quanto a sua origem como
nociceptiva, inflamatoria ou patoldogica (neuropatica ou disfuncional). A dor nociceptiva ¢
decorrente da ativacdo direta do nociceptor por um estimulo mecanico, térmico ou quimico. A
dor inflamatoria, por sua vez, ocorre em situagdes de lesdo tecidual ou processo inflamatdrio
em que ocorre ativacdo celular e liberagdo de mediadores que ativam ou sensibilizam
(diminuem o limiar de ativacdo) os neuronios nociceptivos periféricos. As dores nociceptiva e
inflamatoria tém um carater protetor. Finalmente, a dor patologica, que ndo tem um carater
protetor e que ¢ decorrente de um funcionamento anormal do sistema nervoso, ¢ subdivida em
dor neuropatica e disfuncional.

A dor neuropatica ¢ causada por uma lesdo do sistema nervoso central ou periférico e a
dor disfuncional n3o tem uma causa evidente, n3o ha estimulo doloroso, processo
inflamatério, nem lesdo do sistema nervoso, e a possivel causa seria uma disfun¢do
bioquimica e liberacdo de neurotransmissores levando a uma amplificagdo da sinalizacdo

sensorial nociceptiva no sistema nervoso central (Woof, 2010).



Existe ainda a classificacdo relacionada a duragdo da sensagdo dolorosa, que pode ser:
transitoria, aguda ou cronica. A dor transitdria ocorre na auséncia de qualquer dano tecidual e
se dissipa em poucos segundos ou minutos. Ja a dor aguda decorre de uma lesdo tecidual
eminente com ativagdo direta dos nociceptores locais. Por fim a dor cronica ¢ a dor que
persiste mesmo apos a cura da lesdo ou se prolonga por semanas, meses ou até anos apos a
recuperacdo tecidual e o organismo se torna incapaz de restaurar as funcdes fisiologicas para
os niveis homeostaticos, o que a torna de dificil tratamento (Loeser e Melzack, 1999;

Basbaum e cols., 2009).

1.2.1. Mecanismo de transmissio da dor

Os nociceptores sdo terminacdes nervosas livres de neurdnios sensoriais primarios,
cujos corpos celulares encontram-se localizados nos géanglios da raiz dorsal dos nervos
espinhais ou no ganglio trigeminal. Essas terminag¢des podem responder a estimulos dolorosos
de natureza térmica, mecanica ou quimica. O nociceptores se diferenciam dos demais
receptores sensoriais pelo seu limiar mais alto, sendo ativados somente por estimulos de
intensidade nociceptiva suficiente para causar algum grau de lesdo tecidual (Cesare e
McNaughton, 1996, Julius e Basbaum, 2001).

Os nociceptores estdo associados principalmente a fibras do tipo Ad e tipo C. Fibras AJ,
sdo mielinizadas, com velocidade de conducdo de aproximadamente de 5-30 m/s, gerando
uma sensacdo dolorosa aguda e bem localizada. Esse tipo de fibra estd relacionado a
nociceptores térmicos e mecanicos ou seja, aqueles ativados por temperaturas extremas e por
pressdo intensa aplicada na pele. As fibras do tipo C sdo amielinicas e apresentam velocidade
de condugdo menor que 1m/s gerando uma sensa¢do dolorosa mais lenta e menos
discriminativa. Essas estdo associadas a nociceptores polimodais que sdo ativados por

estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos (Julius e Basbaum, 2001; Brooks e Tracey, 2005).



O inicio do processo da dor se da com a transdu¢do do sinal mecanico, térmico ou
quimico em um sinal elétrico de magnitude suficiente para poder ser conduzido através das
fibras nervosas. Uma vez ultrapassado o limiar de disparo, o potencial de acdo ¢ transmitido
através das fibras nervosas até chegar ao corno dorsal da medula espinhal, onde faz sinapse
com neurdnios de segunda ordem, em sua maioria na lamina II (Figura 2). Essa sinapse
sensorial ¢ mediada por neurotransmissores como glutamato, substancia P, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), dentre outros (Davis, 2012). Os neurdnios
secundarios ascendem contralateralmente através do trato espinotalimico conduzindo o
impulso doloroso do corno dorsal da medula até o tdlamo, onde fazem sinapse com neurénios
terciarios, que por sua vez conduzem a informagdo nociceptiva até o cortex somatossensonal
e/ou para o giro cingulado anterior. No cortex somatosensorial a informagdo dolorosa ¢
processada e interpretada no nivel da consciéncia, enquanto o giro cingulado corresponde ao

componente emocional da dor (Figura 3) (Millan, 1999; Basbaum e cols., 2009).
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Figura 2: Organizagao laminar no corno dorsal da medula espinhal (Adaptado de Davis, 2012)
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Figura 3: Representacdo esquematica do sistema nociceptivo com terminagdes nervosas livres no
tecido, fibras aferentes e suas sinapses no corno dorsal da medula espinhal. A partir da medula
espinhal as fibras aferentes ascendem pelo trato espinotalamico até o talamo e cortex somatossensorial

(Adaptado de Schaible e Richter, 2004).



1.2.2. Mecanismo de controle endogeno da dor

Em 1965, Melzack e Wall verificaram que o mecanismo de transmissdo da dor, descrito
anteriormente, era modulado por um sistema endogeno surgindo assim a “teoria do controle
do portdo”. De acordo com essa teoria, a lamina II do corno dorsal da medula, chamada de
substincia gelatinosa, ¢ constituida principalmente por fibras de grande diametro AP e
neuronios inibitorios, sendo ambos capazes de inibir a transmissdo da informacdo nociceptiva.
As fibras nociceptivas Ad e C inibem o interneurdnio da substincia gelatinosa e assim
facilitam a transmissdo da informacdo nociceptiva. Portanto, aferéncias ndo nociceptivas
“fecham” o portdo para a transmissdo da informagdo nociceptiva e as aferéncias nociceptivas
“abrem” o portdo para a transmissao central (Audette e Ryan, 2004; Basbaum e cols., 2009).

Posteriormente, influéncias supra-espinhais sobre o “portdo da dor” foram sugeridas.
Wall (1967) relatou que células na ldmina V do corno dorsal, de gatos descerebrados, eram
mais responsivas a estimulos nocivos quando a medula espinhal era seccionada sugerindo que
estruturas supra-espinhais inibiam, tonicamente, os neurdénios na medula. A existéncia de um
sistema descendente contribuindo para a inibicdo da via nociceptiva foi sustentada pelo
trabalho de Reynolds (1969), o qual observou que a estimulagdo elétrica da substancia
cinzenta periaquedutal induzia marcante antinocicep¢do em ratos, capaz de inibir respostas
reflexas a estimulos nocivos sem alterar respostas reflexas a estimulos ambientais, por
deprimir a atividade dos neuronios das 1dminas I e IV do corno dorsal (Millan, 2002; Fields et
al., 2004;).

O sistema descendente de modulagdo da dor envolve as seguintes estruturas do sistema
nervoso central: sistema diencefalico e cortical, substancia cinzenta periaqueadutal (PAG) e
periventricular, nicleo magno da rafe (NMR) e o nucleo reticular paragigantocelular (NRP),
locus ceruleus e o corno posterior bulbar e medular. (Millan, 2002; Vanegas e Schaible,

2004).



A contribuicdo dos peptideos opioides enddgenos nesse sistema descendente de
controle da dor foi confirmado pelas observacdes de que a analgesia induzida por estimulagdo
elétrica de areas do sistema nervoso central foi reduzida pela administracdo do antagonista ndo
seletivo dos receptores opioides naloxona (Watkins e Mayer, 1982), bem como, de que a
substancia cinzenta periaquedutal e a substincia gelatinosa sdo regides ricas em neurdnios
contendo opioides (Millan, 2002).

Além dos opiodides, varios outros neurotransmissores estdo envolvidos no controle
endogeno da dor como a noradrenalina e acetilcolina, o acido y-aminobutirico (GABA), a

serotonina (Watkins e Mayer, 1982; Sandkiiler, 1996; Fiirst, 1999; Millan, 2002).

1.2.3. Sistema Opioide e analgesia

Existem evidéncias da agdo de opioides em locais do sistema nervoso periférico e
central. Receptores opioides foram identificados em terminais de pequeno diametro na coluna
espinhal e sobre corpos de neurénios no ganglio da raiz dorsal do nervo espinhal (Stein e
cols., 1990). Cerca de um terco das fibras do tipo C apresentam receptores opioides dos tipos
p e 0 que podem contribuir para o efeito antinociceptivo periférico dos opioides (Countax e
cols., 2004).

Os peptideos opioides s3o codificados por trés genes distintos e seus produtos
constituem na pré-pro-opiomelanocortina (POMC), a pré-pro-encefalina e a pré-pro-dinorfina.
Os mediadores mais conhecidos sdo a B-endorfina, a met-encefalina, a leu-encefalina e a
dinorfina (Simon e cols., 1973; Pert e Snyder, 1973; Kieffer e Gaveriaux-Ruft, 2002; Terskiy
e cols., 2007).

Os receptores através dos quais os peptideos opioides exercem seus efeitos podem ser
divididos em trés classes principais: u, k € 8. Todos os receptores sdo acoplados a proteina Gi

e inibem a enzima adenilato ciclase reduzindo assim, o conteudo intracelular de AMPc. A



ativacdo desses receptores promove abertura de canal de K e inibem a abertura de canal de
Ca®" dependentes de voltagem, produzindo efeitos na membrana, tais como, a redugio tanto
da excitabilidade neuronal (pois a condutancia aumentada ao K" causa hiperpolarizagio) como
da liberagdo de neurotransmissores como substidncia P e peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) (pela inibigdo da entrada de Ca™") o que resulta no efeito analgésico dos
opioides (Ingram e Williams, 1994; Stein e cols 2003; Stein e Lang, 2009).

Outra influéncia importante e consequencia da ativagdo de receptores opioides do tipo
1, € que esses podem inibir a atividade do receptor de potencial transitorio do tipo vaniloide
(TRPVI) pela via Gi,, ¢ AMPc, uma vez que ambos receptores sdo expressos em fibras
nociceptivas, quando um agonista opioide se liga ao receptor do tipo p ocorre a dissociagdo do
complexo da proteina G levando a inibi¢do da adenilato cilase e da formagdo de AMPc e
como consequéncia a proteina quinase A (PKA) ndo ¢ ativada. No processo de dor
inflamatoria, TRPV1 pode ser fosforilado, e regulado por vérias proteinas quinases, incluindo
PKA. Dessa forma a inibi¢do desses receptores via Gij, ¢ AMPc contribui para o efeito

antinociceptivo dos agonistas dos receptores opioides (Endres-Becker et al., 2007).

1.2.4. Sistema colinérgico e analgesia
Alguns estudos tem mostrado que a estimulagdo colinérgica e subsequente ativacao de
receptores muscarinicos espinais (Eisenach 2009) pode levar a analgesia em humanos através
da administragdo de inibidores de colinesterase para o tratamento de dor pds-operatéria
(Habib e Gan 2006), e dor do cancer (Lauretti et al. 1999).
A acetilcolina (ACh) exerce muitos dos seus efeitos fisiologicos através da ativagdo de
cinco subtipos de receptores muscarinicos (mAChR) M1, M2, M3, M4, M5 e (Caulfield e
Birdsall, 1998). Os receptores M1, M3 e M5, estdo ligados a subunidades da familia Gg/11 e

atuam através da fosfolipase C, via fosfato de inositol, enquanto os receptores muscarinicos
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M2 e M4 estdo ligados a proteina Gi e agem através da inibicdo da adenilato ciclase
reduzindo o AMPc intracelular. (Caulfield e Birdsall, 1998). H4 uma grande expressdao de
receptores muscarinicos em tecidos periféricos e do sistema nervoso (Levey 1993).

Agonistas muscarinicos que possuem alguma seletividade para mAChR tem ajudado a
mostrar qual subtipo de receptor atua na antinocicep¢do. Os agonistas preferenciais para M4
CMI-936 e CMI-1145, ambos analogos da epibatidina, um agonista colinérgico ndo seletivo,
desempenharam potente atividade antinociceptiva no modelo de retirada de cauda em
camundongos. Estes dados sugerem que os efeitos antinociceptivos podem ser mediados
principalmente através de M4, provavelmente ao nivel da medula espinhal (Ellis et al. 1999).

Além dos receptores muscarinicos, a ativagdo de receptores ionotrdpicos nicotinicos no
corno dorsal da medula espinhal, também podem contribui para analgesia espinhal e supra-
espinhal, bem como para a ativacdo do sistema serotoninérgico descendente do nucleo magno

da rafe (Millan, 2002).

1.2.5. Glutamato

O glutamato ¢ um aminodcido excitatdrio que pode ser encontrado em concentragdes
significativas na medula espinhal. Ele ¢ sintetizado e liberado pelas fibras nociceptivas
aferentes primarias mielinizadas e ndo mielinizadas sendo um importante neurotransmissor na
primeira sinapse sensorial. Sua liberagdo est4 associada também com a liberagdo da substancia
P (SP) (Millan, 1999; Afraha ¢ cols., 2001)

Através do uso de ferramentas farmacoldgicas foram identificados trés tipos de
receptores inonotropicos para o glutamato: N-metil-D-aspartato (NMDA), 4cido cainico (KA)
e 4acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico (AMPA). A maioria dos receptores
AMPA e cainato sdo permeaveis ao Na' e K', mas ndo ao Ca>". Diferentemente todos os

~ foo . 2+ . + + ,
receptores de NMDA sdo altamente permedveis ao Ca” , assim como ao Na e K'. Além
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disso, a ativagdo dos receptores de cainato ¢ de AMPA resulta em abertura do canal no
potencial de membrana de repouso, enquanto a ativacdo do receptor do NMDA isso ndo
ocorre. Isso deve-se ao bloqueio dependente da voltagem do poro de NMDA pelo Mg™
extracelular, esse ion ¢ expelido durante a despolarizagdo do neuronio permitindo a abertura
do canal. Assim, para que o canal do receptor de NMDA se abra, o glutamato deve se ligar ao
receptor € a membrana deve ser despolarizada (Roger e Nicoll, 2010).

Em relacdo aos receptores de glutamato metabotropicos, esses sdo ativados apenas
quando a concentragdo de glutamato fica muito elevada durante a estimulacdo repetitiva da
sinapse (Roger e Nicoll, 2010).

A liberagado sustentada de glutamato e neuropeptideos como a SP através da estimulacao
das fibras C provoca uma ativacdo persistente de receptores AMPA com despolarizacao
progressiva dos receptores NMDA e consequente amplificacio do sinal, levando a
hiperalgesia (Sorkin e Wallace, 1999; Khasabov e cols, 2002; D’Mello e Dickenson, 2008).
Portanto, substancias que atuam diminuindo a nocicep¢do induzida pelo glutamato podem

contribuir com o efeito analgésico.
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1.3. Processo inflamatorio

O processo inflamatdrio pode ser definido como uma sequéncia de eventos que ocorrem
em resposta a infecgdo, antigenos ou lesdo tecidual. E um processo complexo, que envolve a
participag@o de inimeros mediadores de origem celular ou plasmatica, com efeitos biologicos
elaborados e inter-relacionados, que se iniciam para potencializar o reparo tecidual (Vane e
cols., 1994; Calixto ¢ cols., 2004).

As primeiras informagdes relacionadas a inflamacdo foram descritas por Celsius, no
século I, quando ele enumerou os quatro sinais classicos da inflamagao: calor, rubor, tumor e
dor. O quinto sinal, perda da fun¢do, foi acrescentado no século XIX por Virchow. Ainda no
século XIX, Cohnhein demonstrou as primeiras alteracdes vasculares, com consequente
extravasamento plasmatico e migracdo celular, para o foco inflamatorio. No final do século
XIX, Metchnikoff atribuiu a importancia das células fagocitarias na resposta inflamatoria
(revisto em Majno e Joris, 2004). Finalmente, no século XX, Tomas Lewis, somando aos
estudos ja estabelecidos, mostrou que susbstacias quimicas eram responsaveis pela mediagdo
de alteragdes vasculares que ocorrem durante o processo inflamatério, como por exemplo, a
histamina (revisto em Majno e Joris, 2004)

Didaticamente, o processo inflamatério ¢ divido em trés fases. A fase aguda, que
apresenta duragdo varidvel e caracteriza-se pela vasodilatagio local e aumento da
permeabilidade vascular. Posteriormente a essa etapa ocorre a fase sub-aguda, caracterizada
por infiltragdo de leucdcitos e de células fagociticas. Por fim, a fase de resolucdo da
inflamacgao, ou proliferativa cronica, quando acontece a regeneragao tecidual e fibrose (Suzuki
e cols., 2003; Schmid-Schonbein, 2006).

A vasodilatagdo que ocorre na fase aguda ¢ consequéncia da liberacdo, no local da lesdo,

de mediadores quimicos como oOxido nitrico (NO), cininas, histamina, serotonina,
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leucotrienos(LT), prostaglandinas (PG) e substancias liberadas das terminagdes nervosas
como as taquicininas € CGRP, entre outros (Schmid-Schonbein, 2006).

A migragdo de leucocitos e células fagociticas para o sitio inflamatorio ¢ denominada
como quimiotaxia. Nesse processo ocorre o direcionamento do fluxo de células e
recrutamento de leucocitos especificos como, por exemplo, polimorfonucleares (PMN) ou
neutrofilos em resposta a uma inflamagao bacteriana (Kelly e cols., 2007).

Na etapa seguinte hd rolamento, adesdo e transmigracdo dos leucdcitos para o sitio
inflamatorio (Figura 4). Esse processo de recrutamento leucocitario ¢ mediado por moléculas
de adesdo como selectinas (P-selectinas, L-selectinas e E-selectinas), importantes no
rolamento, integrinas (expressas pelos leucocitos e compostas pelas subunidade o € B com um
dominio extracelular que se liga na matriz extracelular) importantes na adesdo e a superfamilia
das moléculas das imunoglobulinas (Ig), imprescindivel na transmigracdo (Meager, 1999;
Nourshargh e Marelli-Berg, 2005).

A indugdo, por mediadores inflamatorios, do ligante da L-selectina no endotélio da
inicio a captura e rolamento dos PMN, processo também auxiliado pelo aumento na expressao
endotelial de P- e E-selectinas, as quais servem de receptores para seus ligantes P-selectin
glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) e E-selectin-ESL-1 (ESL-1), respectivamente (Meager, 1999).

A expressdo ou liberagdo das moléculas de adesdo sdo fortemente influenciadas por
mediadores inflamatérios como histamina, serotonina, interferon-y, fator de crescimento

tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1P) e quimiocinas (Meager, 1999).
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Figura 4: Representacdo do mecanismo de rolamento, aderéncia, diapedese e quimiotaxia dos

neutrdfilos (Adaptado de Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

Finalmente, uma série de eventos ocorre na tentativa de regenerar o tecido danificado,
entretanto, se ocorrer a manutencdo do quadro inflamatdério havera a deposicdo de tecido

fibroso no local (Suzuki e cols., 2003).

1.3.1. Eventos vasculares

Durante o processo inflamatorio, eventos vasculares como, por exemplo, mudangas no
calibre vascular e aumento da permeabilidade vascular, culminam no extravasamento de
proteinas plasmaticas para o tecido adjacente. Inicialmente hd uma vasoconstri¢do transitoria,
mediada por fibras autonOmicas aferentes, seguida de uma vasodilatagdo mediada por
substancias como histamina, LT e PG favorecendo o aumento do fluxo sanguineo que esta

relacionado ao calor e vermelhidao no local da lesdao (Aller e cols., 2006).
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Com o extravasamento de proteinas para o intersticio ocorre ainda o aumento da
viscosidade do sangue e a reducdo do fluxo sanguineo. Essas alteracdes hemodinamicas levam
a alterag¢do da orientacdo das células sanguineas que antes localizadas na regido mais central
do vaso, passam agora para sua periferia. Esta alteracdo propicia a marginacdo leucocitaria
permitindo assim o contato dos leucécitos com as células endoteliais (Schmid-Schonbein,
2006).

O aumento da permeabilidade vascular também ¢é importante para a contencdo da
agressdo, pois permite o influxo de proteinas, moléculas do sistema complemento e células

inflamatorias do compartimento intravascular para o intersticio (Schmid-Schonbein, 2006).

1.3.2. Células do processo inflamatorio
Os leucocitos sdo células essenciais para a defesa do organismo e sdo divididos em
subtipos celulares: PMN e mononucleares (linfocitos, mondcitos e macrofagos). Os  PMN,
também chamados de neutréfilos, sdo as primeiras cé¢lulas a serem recrutadas para o local da
inflamacdo. Juntamente com os macrofagos, sdo responsaveis pela fagocitose e destruicao do
agente lesivo (Pettersen e Adler, 2002). O aumento de PMN ativados em tecidos promove
uma lesdo decorrente da liberacdo de suas substancias toxicas, incluindo proteases e espécies
reativas de oxigénio, resultando na progressdao da doenca (Faurschou e Borregaard, 2003).
O sistema fagocitico mononuclear pode ser representado por monécitos € macroéfagos.
Em humanos, os mondécitos circulantes no sangue representam cerca de 5 a 10% dos
leucocitos totais. E uma populagdo heterogénea devido a grande variagio de marcadores de
superficie, capacidade fagocitica e potencial de diferenciagdo. Eles podem se diferenciar em
macrofagos, células dendriticas, osteoclastos, microglia no sistema nervoso central e células

de Kupffer no figado (Seta e Kuwana, 2007).
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1.3.3. Mediadores quimicos inflamatorios

Ap6s estimulo lesivo a resposta inflamatdria também desenvolve um quadro decorrente
da liberagdo de substancias endogenas, denominadas como mediadores quimicos
inflamatorios e que podem se originar do plasma, das células ou de tecidos (Majno e Joris,
2004). De acordo com suas propriedades bioquimicas, os mediadores podem ser divididos em
aminas vasoativas (p. ex., substancia P, trombina, bradicinina, serotonina), fragmentos do
sistema complemento (C3a, C4a e C5a), mediadores lipidicos (eicosanoides e PAF), citocinas
(TNF-a, IL-1pB, entre outras), quimiocinas (IL-8 e MCP-1) e enzimas proteoliticas como
elastina, catepsina e metaloproteases (Majno e Joris, 2004; Walzog e Gaehtgens, 2000; White
e cols., 2005).

A histamina encontra-se distribuida nos tecidos e estd pré-formada e armazenada nos
granulos de mastocitos, presentes normalmente no tecido conjuntivo adjacente aos vasos
sanguineos. Ela ¢ liberada por degranulacio dos mastdcitos em resposta a uma série de
estimulos, como por exemplo substancia P, bradicinina (BK), lesdo fisica, reagdes imunes,
proteinas de liberagio da histamina derivadas dos leucécitos e citocinas, entre outros. E
considerado o principal mediador da fase inicial de aumento da permeabilidade vascular,
atuando sobre a microcirculacdo através dos receptores Hi, causando dilatagdo das arteriolas e
aumentando a permeabilidade vascular das vénulas (Jutel e cols., 2009).

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) também ¢ um mediador vasoativo pré-
formado com agdes semelhantes as da histamina. Estd presente em plaquetas, células
enterocromafins (humanos e roedores) e mastocitos (roedores). A liberagao da serotonina das
plaquetas ¢ estimulada quando as plaquetas se agregam apds contato com o colageno,
trombina ou complexo antigeno-anticorpo (Aller e cols., 2006).

BK ¢ um cininogénio vasoativo que provoca a vasodilatagdo e aumento da

permeabilidade vascular. Sua a¢do vasodilatadora resulta em parte, da produgdo endotelial de
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PGI; e da liberagdo de 6xido nitrico (Marceau e Regoli, 2004). Agindo em receptores do tipo
B2 presentes principalmente em células endoteliais, célula muscular lisa e fibroblastos
(Couture e cols., 2001). Além disso, a bradicinina exerce diversos efeitos, como por exemplo,
a liberagdo de mediadores inflamatorios tais como prostanoides, citocinas (IL-13 ¢ TNF-a) e
ainda ¢ um potente agente algésico (Eliis e Fozard, 2002).

As taquicininas sdo uma familia de peptideos liberados tanto no SNC como no sistema
nervoso periférico que interagem com os sistemas cardiovascular e imunologico. O gene pré-
proé-taquicinina A (PPT-A) d4 origem a substincia P e a neurocinina A; e o gene da pré-pro-
neurocinina B (PPT-B) origina a neurocinina B (Pennefather e cols., 2004).

Os receptores taquicinérgicos sdo acoplados a proteina G e podem ser do tipo NKI1,
NK2 e NK3, sendo ativados pela substancia P, neuroquinina A e neuroquinina B,
respectivamente (Liu e Bucher, 2005).

Quando ha uma lesdo tecidual, é desencadeada a sintese e liberacdo de SP, que no
tecido periférico provoca agdes vasculares pro-inflamatérias como a vasodilatagdo, aumento
da permeabilidade vascular, degranulagdo dos mastécitos, além de prolongar as acdes do

glutamato na primeira sinapse sensorial (Santos e Calixto, 1997; Szllasi e Blumberg, 1999).
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1.3.3.4. Mediadores lipidicos

Outra classe de mediadores envolvidos no processo inflamatério inclui a familia dos
mediadores lipidicos conhecidos como eicosanoides e que compreendem os prostanoides,
leucotrienos e lipoxinas derivados do metabolismo do acido araquidonico (AA).

O AA ¢ um 4cido graxo liberado dos fosfolipideos da membrana celular por acdo
principalmente da enzima fosfolipase A, (FLA,) ativada por injuria tecidual ou produtos
microbianos. Uma vez liberado, o AA ¢ metabolizado pela via das ciclo-oxigenases (COX-1,
COX-2 e COX-3) e a via das lipoxigenases (5-LOX, 12-LOX e 15-LOX). Os produtos
gerados pela via das COXs sdo os prostanoides (PGE,, PGD,, PGF2,, PGI, e TXA,) enquanto
os produtos da via das LOXs s3o os leucotrienos (LTA4, LTB4, LTC4 € LTD4) e lipoxinas
(figura 5) (Vanegas e Schaible, 2001; Nieves e Moreno, 2006; Rinaldo-Matthis e Haeggstrom,

2010).
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Figura 5: Metabolismo do acido araquidonico. AA (4cido araquidonico); FLA, (fosfolipase
Ay); 5,12,15-LOX,( 5,12,15-lipoxigenase); HEPTE (acido epoxieicosatrienoico); HETE (acido
hidroxieicosatetraenoico); LTA4, LTB4 e LTC, (leucotrienos A4, B4 € C4); COX 1, 2 (cicloxigenase 1,
cicloxigenase 2); PGG,, PGH,, PGD,,PGE,,PGF,, (Prostaglandinas); TXA2, TXB2 (Tromboxano A, ¢

B,) (Adaptado de Harizi e cols., 2008).

A isoforma COX-1 ¢ expressa constitutivamente em varios tecidos originando
prostaglandinas (PGs) que irdo contribuir para a manutencdo das fungdes fisiologicas, como a
citoprotecdo do trato gastrointestinal, na fun¢do plaquetaria e na perfusdo renal (Botting,
2006). Ja a isoforma COX-2 ¢ conhecida como induzivel uma vez que sua expressdo ocorre
principalmente em resposta a estimulos pro-inflamatorios, sendo ela um importante
contribuinte para a sintese de prostanoides com o progresso da inflamagdo. Além disso,

citocinas inflamatorias podem induzir um aumento de 10 a 80 vezes no nivel de expressdo de
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COX-2 em mondcitos, macrofagos, condrocitos, fibroblastos, e células endoteliais (Khan e
cols., 2007). Entretanto, a COX-2 também pode ser expressa constitutivamente em regides
cerebrais, no aparato justa glomerular renal e no endotélio vascular (Needleman e Iasakson,
1997; Rinaldo-Matthis e Haeggstrom, 2010). Existe uma terceira enzima, a COX-3, a qual ¢é
oriunda de uma variante do gene da COX-1, sendo expressa no cérebro e coracdo de caes
(Chandrasekharan e cols., 2002; Qin e cols., 2005).

As prostaglandinas sdo importantes agentes sensibilizadores e a PGE, ¢ um dos
principais mediadores hiperalgésicos. Seus efeitos diretos sdo mediados por sua a¢cdo nos seus
receptores (EP;, EP,, EP; e EP4) e modulagdo de canais i0nicos nos aferentes primarios
(Burian e Geisslinger, 2005). O envolvimento de proteinas quinase A (PKA) e C (PKC) tem
sido descrito na hiperalgesia induzida pela inje¢do intraplantar de PGE, (Kawabata, 2011). Em
relagdo aos efeitos indiretos esses decorrem do aumento da sensibilidade a outros agentes,
como BK (atuando em receptor B;) e capsaicina (atuando em receptor vaniloide tipo 1,
TRPV1) (Burian e Geisslinger, 2005).

A 5-lipoxigenase ¢ a principal enzima do grupo das lipoxigenases, atuando sobre o AA
e produzindo o &cido 5-hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE), um composto quimiotatico

para leucdcitos, que ¢ convertido em leucotrieno A4 (LTA4). o LTA4 pode ser convertido em
leucotrieno B4 (LTB4) ou em leucotrienos cisteinicos tais como, 0s LTC4, LTD4 e LTE4 (figura

5). Os leucotrienos cisteinicos sdo produzidos principalmente por eosindfilos, mastocitos,

basofilos e macrofagos, enquanto que o LTB4 ¢ produzido principalmente por neutrofilos e
macrofagos (Haeggstrom e Funk, 2011). O LTB4 contribui para o aumento da permeabilidade
vascular, aderéncia e quimiotaxia. LTC4, LTD4 e LTE4 estdo envolvidos na vasodilatacao do

leito vascular, vasoconstricdo corondria e contracdo do musculo bronquico, sendo por isso
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muito importante na asma (Ishii e cols., 1994; Bertolini e cools., 2002; Haeggstrom e Funk,

2011)

1.3.3.5 Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO) ¢ um mediador com multiplas fungdes participando na
sinalizacdo de sistemas cardiovasculares, gastrintestinais, geniturinario, respiratorio € nervoso
(Hanafy e cols., 2001; Ignaro e cols., 2002).

A sintese do NO ocorre a partir da oxidagdo do nitrogénio guanidina terminal do
aminoacido L-arginina, que ¢ entdo convertido em L-citrulina, reagdo essa catalisada pela
enzima oxido nitrico sintase (NOS) no interior das células. (Moncada e cols., 1991).

Existem trés NOS ja bem identificadas: NOS endotelial (eNOS ou NOS III), ¢
encontrada em células endoteliais, o NO gerado a partir dessa enzima tem um papel
significativo no controle da pressdo arterial por diminuir a resisténcia vascular periférica;
NOS neuronal (nNOS ou NOS I) encontrada em neurdnios centrais e periféricos onde o NO
participa da neurotransmissdo e neuromodulacdo e a NOS induzida (iNOS ou NOS 1)
expressa em diversas células em resposta a estimulos patoléogicos, como micro-organismos
invasores ou citocinas. A ativacdo das enzimas constitutivas (endotelial e neuronal) ¢ regulada
por Ca**-calmodulina e a produgdo de NO ocorre em pequenas quantidades e por curtos
periodos de tempo. J& iNOS ¢ ativada independentemente de célcio intracelular, sintetiza NO
em maiores quantidades e por longo periodo de tempo (Reutov e Sorokina, 1998).

Virios andlogos da L-arginina como o Ng-monometil-L-arginina (L-NMMA), NG-
nitro-L-ariginina e seu metil ester (L-NAME), entre outros, atuam como competidores e em
alguns casos como inibidores reversiveis da NO sintase constitutiva e induzivel. Além disso a
dimetilarginina assimétrica ADMA e o LNMMA estdo presentes no plasma e na urina

humama, quando acumulados no plasma de pacientes com insuficiéncia renal cronica, podem
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contribuir para hipertensdo (Vallance e cols., 1992). O NO tem vérias fun¢des na inflamacao e
pode ser entendido quando inibidores seletivos da NOS induzivel sdo produzidos e testados
em modelos de inflamacao (Moncada e Higgs, 1995)

Apds sua geracao, o NO difunde-se pelas células-alvos e ativa a enzima guanilato
ciclase soluvel, a qual promove a formacdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc). A
medida que aumenta a concentracdo de GMPc ocorrem efeitos tais como relaxamento do
musculo liso vascular e ndo-vascular, inibicdo da agregacdo plaquetaria, e da adesdo de

leucocitos (Moncada e Higgs, 1995; Vallance e Leiper, 2002).

1.3.3.6 Citocinas

As citocinas s3o mediadores protéicos ou peptideos produzidos por varios tipos
celulares principalmente macréfagos, monocitos e linfocitos ativados. Elas sdo capazes de
modular a funcdo de vérios tipos celulares e sdo determinantes para a infiltragdo celular e
efeitos sistémicos durante o processo inflamatorio agudo e cronico. A secre¢ao das citocinas é
estimulada por endotoxinas, complexos imunes, toxinas, lesdes fisicas e processos
inflamatérios. Uma vez liberados, exercem efeitos autdcrinos, pardcrinos ou endocrinos se
ligando a receptores especificos nas células-alvo (Wong e Fish, 2003, Schmid-Schobein,
2006; Sims e Smith, 2010). A superfamilia das citocinas pode ser dividida em: interleucinas
(IL), quimiocinas (MCP-1), interferons (IFN) e fatores de necrose tumoral (TNF), TGF-3
(fator de transformacgdo do crescimento), CSF (fator estimulador de colonia) (Sommer e
Kress, 2004; Alwani e cols., 2006; Wahl, 1992; Hamilton, 2002)).

Citocinas pro-inflamatérias como, por exemplo, TNF-a e IL-1, participam das reacdes
inflamatoérias agudas e cronicas, bem como dos processos de reparo. O TNF-a ¢ uma citocina
produzida e liberada principalmente por macrofagos, ¢ uma das principais citocinas

relacionadas ao processo inflamatério (Alwani e cols., 2006). Mesmo em concentracdes
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baixas, o TNF-a induz a expressdo de moléculas de adesdo e estimula macrofagos e outras
células a secretarem quimiocinas. Ele ainda pode regular a produgdo e liberagdo de IL-1P
(Sommer e Kress, 2004; Sasakawa e cols., 2005).

IL-1B desempenha agdes nociceptivas que podem ser mediadas por uma complexa
cascata de sinaliza¢do e producdo secunddria de NO, bradicinina e prostaglandinas. A ligagdo
ao seu receptor IL1-RI inicia uma série de eventos intracelulares, ativando fatores
transcricionais, induzindo a expressdo de COX-2, iNOS, IL-1f8, IL-6 e TNF- a (Sommer e
Kress, 2004;Hori e cols., 1998; Ren e Torres, 2009 ).

As quimiocinas sdo citocinas quimiotaticas que regulam a migracdo de leucécitos
através da interacdo com receptores acoplados a proteina G. Elas podem ser classificadas em
CXC, CC, C e CX5C, sendo as subfamilias CXC e CC as principais envolvidas no processo
inflamatorio. As CXC, representadas por IL-8, estdo envolvidas na quimiotaxia de neutrofilos,
linfécitos T e B e células natural killer. Ja as CC, representadas por monocyte
chemoattractand protein 1 (MCP-1), regulam migra¢do de monocitos, macrofagos, basoéfilos,
linfécitos T e eosindfilos. A ativagdo dessas quimiocinas pode levar ao aumento na
concentragdo intracelular de célcio, producao de espécies reativas de oxigénio e liberacdo de
proteases presentes nos granulos citoplasmaticos de neutréfilos e mondcitos, bem como de

histamina liberada de basoéfilos (Bagiollini, 1998).
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1.3.4 Resolucio do processo inflamatorio

Para que ocorra a resolucdo completa da resposta inflamatoria ¢ necessdria a
neutralizacdo de mediadores quimicos e interrup¢do do extravasamento plasmatico bem como
da infiltracdo leucocitaria. Essa interrup¢do ¢ seguida pela remo¢ao do edema, leucocitos e
fagocitos (Rankin, 2004). Portanto, os processos de apoptose e fagocitose sdo importantes
durante a fase resolutiva do processo inflamatério. Entretanto, caso ndo ocorra a resolugdo do
processo inflamatorio o tecido conectivo pode ser substituido por fibrose ou progredir para um
processo inflamatoério cronico como resultado da persisténcia do agente (Lawrence e cols.,

2002; Stables e Gilroy, 2011).

1.4. Consideracdes sobre farmacos analgésicos e anti-inflamatorios

Os farmacos analgésicos podem ser divididos em analgésicos antiinflamatdrios (anti-
inflamatorios ndo esteroidais, AINEs e esteroidais, AIEs) e os opioides ou hipnoanalgésicos.

Os AINEs como ibuprofeno, diclofenaco, indometacina e aspirina atuam de maneira
ndo seletiva sobre as isoformas COX-1 e COX-2. Seus efeitos antipiréticos, analgésicos e anti-
inflamatorios decorrentes da inibicdo de COX-1 e COX-2 impedem a producdo de PG tais
como PGE,, PGD,, PGI,, bem como dos tromboxanos (Marnett, 2009).

Os inibidores seletivos da COX-2, chamados de coxibes, tem seus efeitos através da
inibicdo da a¢do da enzima COX-2 e, portanto impedem a formacdo de PG nos locais de
inflamacdo. Foram desenvolvidos inibidores seletivos da COX-2 como o celecoxibe,
rofecoxibe, valdecoxibe e o lumiracoxibe (Mitchell ¢ Warner, 2006). Entretanto, um estudo
demonstrou que o rofecoxibe causava sérios eventos cardiovasculares como infarto e foi

retirado do mercado em 2004 (Fitzgerald, 2003; Mitchell e Warner, 2006).
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Os AlIEs ou glicocorticoides como a dexametasona atuam através de regulacdo da
expressdo géncia e da via do NF-kB via receptores intracelulares. H4 a inibi¢do da migracao
celular para area afetada por meio da supressdo da expressao de moléculas de adesdo ou da
inducdo da sintese da proteina inibidora da fosfolipase A, (FLA;), a anexina-1 (Rhen e
Cidlowski, 2005). Assim, inibi¢do da fosfolipase A, impede a liberacio de AA e
consequentemente a ativagdo da producdo de PGs, tromboxano e LTs. O complexo esteroide-
receptor também ¢ capaz de promover inibicdo da transcricdo de um grande numero de
citocinas envolvidas na inflamagdo cronica, destacando-se principalmente a interleucina-1
(IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) (Barnes e Adcok, 1993;Flower ¢ Rothwell, 1994;
Vane e Botting, 1998; Millan, 1999).

Os opioides sdo potentes analgésicos usados na dor aguda de grande intensidade e
refratdria aos anti-inflamatdrios, € no controle da dor cronica de natureza neopldsica. Os
principais peptideos opioides sdo resumidamente a f-endorfina, as encefalinas, as dinorfinas e
as endomorfinas. As duas encefalinas, leucina-encefalina (leu-encefalina) e metionina-
encefalina (met-encefalina), sdo derivadas do precursor pro-encefalina. A B-endorfina ¢
gerada a partir do precursor pro-opiomelanocortina (POMC); as dinorfinas A e B e a
neuroendorfina sdo formadas a partir do precursor pro-dinorfina (Millan, 2002; Gaveriaux-
Ruff e Kieffer, 2002). O quarto tipo de peptideo opioide enddégeno, as endomorfinas, foi
proposta por Zadina e colaboradores (1997), mas o seu precursor ainda ndo ¢ conhecido
(Terskiy e cols., 2007).

Os receptores opioides sdo acoplados a proteina Gy, € sua ativagdo estd associada a
inibicdo da adenilato ciclase, que leva a diminui¢do do nivel intracelular de 3’5’-adenosina-
monofosfato ciclico (AMPc), com consequente reducdo da atividade da proteina quinase A
(PKA) e dos efeitos mediados por ela. Através da interagdo direta com canais idnicos, esses

receptores podem ainda promover a abertura de canais para potassio e o fechamento de canais
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para célcio dependentes de voltagem e canais para sodio resistente a tetrodotoxina (Ingram e
Williams, 1994). Esses eventos moleculares levam a reducdo da excitabilidade neuronal e
inibicdo da liberagdo de neurotransmissores excitatdrios e neuropeptideos pro-inflamatorios
dos nociceptores como, por exemplo, a substancia P e o CGRP, o que culmina no efeito
analgésico dos opioides (Stein e cols., 2003; Stein e Lang, 2009)

Ha trés classes principais de receptores opioides: |, d e k. Eles localizam-se em varias
regides das vias de transmissdo da dor, como no corno dorsal da medula espinhal, no
mesencéfalo, tdlamo e fibras nervosas periféricas e por isso, a ativacdo desses receptores tem
sido associada a analgesia supra-espinhal, espinhal e periférica (Quirion, 1984; Fields, 2004).
Na substancia cinzenta gelatinosa hd predominancia de receptores opiodes p (Fields, 2004).
Farmacos semelhantes a morfina tem alta afinidade por receptores p, e sdo tradicionalmente
usados no controle da dor (Herz, 1997; MacPherson, 2000). A analgesia provocada pela
morfina pode ser antagonizada pelo uso de naloxona, um antagonista opioide ndo seletivo
(Beneditti, 1996; Fields 2007).

Diversos farmacos com propriedades semelhantes as da morfina foram sintetizados,
como a petidina ou meperidina e a fentanila com acdo mais curta e mais potente, que sao
usados por via intravenosa para tratar dor severa. A metadona com ag¢do mais longa que a
morfina, entretanto com efeitos analgésico e indesejaveis menores do que os da morfina.
Pentazocina e ciclazocina que atuam em receptores 0 € k consequentemente tendem a causar
certa disforia. Buprenorfina embora muito potente, seu efeito maximo ¢ menor que o da
morfina.

Apesar de seu potente efeito analgésico, os opioides apresentam uma variedade de
efeitos adversos como depressdo respiratoria, constipacdo intestinal, niuseas, vOmitos,
sedagdo, confusdo mental, além de dependéncia fisica e psiquica, o que limita drasticamente o

seu uso (Benyamin e cols., 2008)).
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Ha uma crescente busca de novas abordagens terapéuticas para controle do processo
inflamatoério e da dor. Nesse contexto, este trabalho busca investigar o efeito anti-inflamatorio e

antinociceptivo de analogos da convolutamidina A.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral
Avaliar os potenciais efeitos analgésico e anti-inflamatério dos derivados da
Convolutamidina A, as ISAs 160, 161 e 162, em diferentes modelos in vivo, bem como o

possivel mecanismo de agdo.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antinociceptiva periférica, espinhal e supra-espinhal em modelos
de nocicep¢do induzida pela formalina, teste de retirada de cauda e placa quente,
respectivamente, das ISAs 160, 161 e 162.

e Avaliar a participagdo das vias vaniloides, glutamatérgicas, opidcea, muscarinica ou
nitrérgica na agdo antinociceptiva das ISAs 160, 161 e 162

e Avaliar o efeito anti-inflamatério dos derivados da Convolutamidina A no modelo da
bolsa de ar subcutdnea analisando seus efeitos sobre o extravasamento plasmatico,
migracdo leucocitaria, dosagem da concentragdo de citocina (TNF-a, IL-1f) e 6xido

nitrico apds estimulo inflamatério com carragenina (Cg).
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Derivados da Convolutamidina A

A Convolutamidina A (Conv.A) ¢ membro da familia de alcaloides oxindolicos e
apresenta o esqueleto 4,6-dibromo-3-hidroxioxindol (Figura 6). Tal molécula e seus derivados
(Tabela 1) foram sintetizados pela Profa. Dra. Barbara Vasconcellos da Silva e pelo Prof. Dr.
Angelo da Cunha Pinto, do Laboratério de Quimica Organica, do Instituto de Quimica, da
UFRIJ.

Br HO
\ R

* R = -CH,COCH;

O

N
Br \
H

Figura 6: Estrutura da convolutamidina A.

A estratégia sintética para preparag¢do da convolutamidina A (esquemal) em sua forma
racémica envolveu etapas de bromacdo da p-nitro-anilina, formagao do sal de arenodiazonio
(diazotacdo) com substituicdo do nitrogénio por hidrogénio e, em seguida, a reducao catalitica
e hidrolise que resultaram na molécula 3,5-dibromonitrobenzeno (2, esquema 1). Em seguida
utilizando a reacdo de Sandemeyer modificada por Marvel e Hiers (1941) foi preparada a o-
isonitroacetanilamida 3,5-dibromada (3, esquema 1). Essa foi ciclizada com H,SO4
concentrado resultando na formacdo de 4,6-dibromo-isatina (4, esquema 1) que apos ser
solubilizada em acetona e em seguida em gotas de dietilamina, resultou na sintese da
convolutamidina A (5, esquema 1) (Sandmeyer, 1919; Marvel e Hiers, 1941; Silva e cols.,

2008).
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Esquema 1- Rota sintética utilizada para a preparagdo da convolutamidina A.

Tabela 1- Posi¢des dos substituintes dos derivados da Convolutamidina A

Substituinte  Substituinte Substituinte Codigo
(C4) (C-5) (C-6)

H F H ISA160

H Cl H ISA161

H CH; H ISA162

Convolutamidina A

Br H Br (Conv.A)
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3.2. Reagentes

Foram utilizados formaldeido (Reagen), etanol P.A (Merck AG, Darmstadt,
Alemanha), dimetilsulfoxido P.A (DMSO) (Fisher Biotech), éter etilico, nitrito de sodio tween
20 (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil), sulfato de morfina e cloridrato de naloxona (Cristalia, Sao
Paulo, Brasil), fosfato dissédico de dexametasona (Aché, Rio de Janeiro, Brasil), acido
acetilsalicilico (AAS), sulfato de atropina monohidratado, cloridrato de Nw-Nitro-L-arginina-
metil-éster (L-NAME), &cido L-glutamico (glutamato), capsaicina, capsazepina e carragenina,
formato de amodnio, molibdato de amonio, naftietilenodiamina e sulfanilamida, tampao
fosfato-citrato com perborato e pastilhas de tetra-metil-di-hidrocloreto de benzidina (TMB)
(Sigma Chemical Co., St. Luis, MO, EUA), soro albumina bovino (BSA) (LGC
Biotecnologia), Kit Pierce BCA™ Protein Assay (Thermo Scientific, NY, EUA), Cepa de
Escherichia coli (ATCC #25922) , nitrito de so6dio (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil), hidroxido
de sodio e fosfato monossddico (Reagen), sulfato de zinco (Vetec), imunoplacas F96
Maxisorp (Nunc, Thermo Fisher Scientific, NY, EUA), kits ELISA BD OptEIA™ Set Mouse
para TNF-a, IL-1P, contendo as respectivas citocinas recombinantes de camundongo,
anticorpo de captura (anti-camundongo TNF-a, IL-1B) e anticorpo de deteccdo anti-

camundongo conjugado com peroxidase (BD Biosciences, San Diego, EUA).

3.3. Preparo dos Reagentes e solu¢oes

Formalina: preparada na concentracdo de 2,5% (v/v) em PBS,

AAS: preparado na concentracao de 10 mg/mL em Tris-HCI 1M, pH 8,0.
Morfina: preparada na concentragdo de 10 mg/mL em 4gua destilada.
Carragenina: preparada na concentracao de 10 mg/mL (1% p/v), em PBS estéril.

Dexametasona: preparada na concentracao de 2 mg/mL em PBS.
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Capsaicina: preparada na concentragdo 1,6 mg/mL em PBS.

Atropina, Naloxona e L-NAME: preparados na concentracdo de 10 mg/mL em PBS.

Tampao fosfato salina (PBS)
KH,PO, (anidro)

Na,HPOj (anidro)

NacCl

H,O ultrapura q.s.p.

Reagente BCA

1,78 g
7,61 g
85¢g
1000 mL

No momento da dosagem, misturam-se os reagentes A e B, na proporc¢do 50:1, obtidos

no kit Pierce BCA™Protein Assay (Thermo Scientific, NY, EUA). Para a quantificacdo de

proteinas, incuba-se 5 pL da amostra ou da proteina da curva padrao com 195 pL da mistura

dos reagentes A e B a 37°C, por 30 minutos.

Reagente de Griess

Reagente A:
Sulfanilamida

H,O ultrapura q.s.p.

Reagente B:
Dicloreto de naftiletileno diamina

H3POy4 (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

padrdo e do reagente de Griess pronto.
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Tampao de Bloqueio
Soro fetal bovino 10 mL
PBS q.s.p. 100 mL

Tampao Diluente

NaHCO; 7,13 g
Na2C03 1,59 g
H,O ultrapura q.s.p. 1000 mL

Acertar o pH para 9,5 com NaOH 10 N

Tampao de Lavagem
Tween 20 0,5 mL
PBS q.s.p. 1000 mL

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

tampao fosfato-citrato com perborato, preparado 30 minutos antes da utilizacdo;

Anestésico

Cloridrato de ketamina 4,5 mL
Cloridrato de xilasina 1,5mL
Salina q.s.p 40 mL
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3.4. Administracio das ISAs 160, 161 e 162 e farmacos controles

Foram feitas solugdes estoques a 100 mg/mL das ISAs 160, 161 e 162. Todas foram
dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) e armazenadas a -20°C. Em todos os experimentos a
concentragdo final de DMSO ndo excedeu a 0,5% de modo a ndo produzir qualquer efeito nos
animais. As ISAs foram administradas por via oral, em doses de 0,1, 1 ou 10 mg/kg, em
volume final de 0,1 mL de veiculo (dgua destilada). Dexametasona (0,5 mg/kg,
intraperitoneal), acido acetilsalicilico (AAS, 200 mg/kg, via oral) ou morfina (2,5 mg/kg,

intraperitoneal) foram usados como controle positivo.

3.5. Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss 44 (20-25g),
de ambos os sexos, doados pelo Centro de Producdo de Animais de Laboratdrio, do Instituto
Vital Brazil. Os animais foram mantidos em uma sala com temperatura controlada de 22 +
2°C, em ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a 4gua e comida.

Os protocolos experimentais de uso de animais de laboratério obedeceram aos
principios da Comissdo de Avaliacdo de Uso de Animais em Pesquisa (CAUAP), do Centro
de Ciéncias da Saude, da UFRJ e as normas do Conselho Brasileiro de Experimentagdo

Animal (COBEA) e receberam o protocolo ICBDFBC-015.
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3.6. Modelo da formalina

Nesse modelo uma inje¢do de 2,5% de formalina foi administrada por via intraplantar
na pata direita do camundongo e a resposta comportamental dolorosa foi mensurada através
do tempo que o animal permaneceu lambendo a pata. A inje¢do intraplantar produz uma
resposta bifasica que consiste de uma fase inicial que ocorre nos primeiros 5 minutos apds a
inje¢do da formalina (1* fase ou fase neurogénica) e uma segunda fase que ocorre entre 15 e
30 minutos ap0s a injecdo intraplantar (2* fase ou fase inflamatéria) (Hunskaar e cols., 1987;
Gomes ¢ cols., 2007).

Os animais foram tratados com o veiculo (dgua destilada), AAS,convolutamidina A
(10 mg/kg) ou ISAs 160, 161 e 162, 60 min antes da injecdo intraplantar de 20 uL da

formalina. O protocolo experimental esta resumido no esquema 2.

TEMPO (minutos)
| ‘_ = I
-60 0 1° FASE 5 15 2° FASE 30
neurogénica inflamatoria
Veiculo \ J
ISA 160 Formalina (2.5% v/v) T e lambedur:
ISA 161 20 pL intraplantar emg(:l:z ‘11111111(1(: s
ISA 162 SeEURan:
AAS (200 mg/kg)

Convolutamidina A

Esquema 2: - Protocolo modelo da formalina.
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3.7. Modelo da retirada de cauda

Para realizacdo do teste, o animal foi imobilizado em um tubo cilindrico de acrilico de
maneira que sua cauda ficasse exposta. A cauda foi imersa em um banho-maria com a agua
aquecida de 50° + 1°C. O tempo, em segundos, que o animal levou para apresentar o reflexo
de retirada de cauda foi registrado e denominado “tempo de laténcia” (Ben-Bassat e cols.,
1959; Janssen e cols., 1963).

Quarenta minutos e vinte minutos antes dos tratamentos foram realizadas duas
medidas controles. A média dessas medidas foi denominada de linha de base. Vinte minutos
apos a administracdo das ISAs, morfina ou veiculo, foram feitas varias medidas dos tempos de
laténcia com intervalos de 20 minutos entre cada uma delas. Para evitar danos a cauda dos
animais, foi estabelecido um tempo méaximo de exposi¢do da cauda do animal a 4gua aquecida
de trés vezes o valor da linha de base e denominado tempo de corte (ou “cut-off’). Os
resultados foram expressos como percentual de aumento em relag@o a linha de base = (tempo
de laténcia x 100/linha de base - 100) ou como area sob a curva (ASC). O protocolo esté
representado no esquema 3.

De acordo com o tutorial do GraphPad Prism 5, a ASC ¢ uma medida integrada de um
efeito mensurdvel ou de desenvolvimento temporal de um fendmeno. Para cada ponto, o
programa mostra a area em unidades do eixo X (seg) x eixo Y (%). Para o programa, a curva ¢

uma sériec de pontos XY conectados. Para o célculo da ASC o programa utiliza a regra

trapezoidal (figura 7). Logo a area € calculada pela fotmula AX*(Y1+Y2)/2.
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Y1 2

Figura 7: Representacdo do calculo da ASC (regra trapezoidal).

TEMPO (minutos)
-40 -20 0 20 40 60 80 100 120
l_Y_J 1 {
)
. Veiculo A !
Medidas controle Wi Tempo de laténcia (segundos)
1 | ISA 160

C 1 = primeiramedida ISA 161
controle ISA 162
C2 = segunda medida
controle

Cutoff = (C1 + C2)x3)

Esquema 3: Protocolo modelo retirada de cauda.
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3.8. Modelo da placa quente

Esse modelo consiste em colocar o animal em uma placa aquecida a 55° + 1°C, o ato de
retirar as patas ou saltar foram registrados e denominados tempo de laténcia (Johannesson e
Woods, 1964).

Sessenta minutos e trinta minutos antes do tratamento com as substancias, foram
realizadas duas medidas controles. A média dessas medidas foi denominada como linha de
base. Trinta minutos apos a administracdo das ISAs, morfina ou veiculo, foram feitas varias
medidas dos tempos de laténcia com intervalos de 30 minutos entre cada uma delas. Para
evitar danos teciduais as patas, foi estabelecido um tempo méaximo de exposi¢do das patas do
animal a placa aquecida de trés vezes o valor da linha de base e denominado tempo de corte
(ou “cut-off”).

Os resultados foram expressos como percentual de aumento em relagdo a linha de base
(= tempo de laténcia x 100/linha de base - 100) ou area sob a curva (ASC). O protocolo esta

resumido no esquema 4.

TEMPO (minutos)

-60 -30 0 30 60 90 120

\_Y_/ 1 \ Y J

Medidas controle

Tempo de laténcia (segundos)

l Veiculo

Mortina
C 1 = primeira medida ISA 160
controle ISA 161
C2 = segunda medida ISA 162

controle
Cutoft =(C1+ C2)x3)

Esquema 4: Protocolo do modelo da placa quente.
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3.9. Modelo da capsaicina

Esse modelo permite avaliar o envolvimento de receptores vaniloides na nocicepgao
(Jancso, 1978; Sakurada e cols., 1992; Marcon ¢ cols., 2009).

Os animais foram pré-tratados por via oral com as ISAs 160, 161 ou 162 nas doses de
0,1, 1 ou 10 mg/kg ou veiculo. Apos a injecdo na pata posterior direita de 20 uLL de capsaicina
(5,2 nmol/pata), foi registrado durante 5 minutos o tempo que o animal permaneceu lambendo
a pata. Outro grupo de animais recebeu injecdo intraplantar do antagonista de receptor
TRPV1, a capsazepina (10 nmol/pata) 15 minutos antes da inje¢cdo da capsaicina. O protocolo

experimental esta resumido no esquema 5.

TEMPO (minutos)

-60 -15 0 5
Tempo de lambedura

l l l (segundos)

Capsazepina

\{ewulq Capsaicina (5.2 nmol/pata)
ISA 160 A —
ISA 161 uL intraplantar
ISA 162

Esquema 5: Protocolo da nocicep¢ao induzida por capsaicina.
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3.10. Modelo do glutamato
Para avaliar se o glutamato, um neurotransmissor excitatorio esta envolvido no efeito

antinociceptivo dos andlogos da convolutamidina, foi realizada a administrag@o intraplantar do
aminoacido excitatorio e o tempo de lambedura da pata foi indicativo de dor (Beirith e cols.,
2002; Marcon ¢ cols., 2009).

Os animais foram pré-tratados por via oral com as ISAs 160, 161 e 162 nas doses de
0,1, 1 oul0 mg/kg ou veiculo, 60 min antes da inje¢do na pata posterior direita de 20 pL
glutamato (20 pmol/pata). Apds a inje¢do foi registrado durante 15 minutos o tempo que o

animal permaneceu lambendo a pata. O protocolo experimental estd resumido no esquema 6.

TEMPO (minutos)

-60 0 15

Tempo de lambedura

l l (segundos)

Veiculo

ISA 160 Glutamato (20 pmol/pata)
ISA 161 20 pL intraplantar
ISA 162

Esquema 6: Protocolo da nocicep¢do induzida por glutamato.
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3.11. Avaliacdo do mecanismo de acdo antinociceptivo

Com o objetivo de avaliar o envolvimento de trés sistemas enddgenos no efeito
analgésico dos analogos da convolutamidina utilizamos dois antagonistas, naloxona (1 mg/kg,
i.p.) e atropina (1 mg/kg, i.p.), e o inibidor ndo seletivo da enzima 6xido nitrico sintase, L-
NAME (3 mg/kg, i.p.). As doses escolhidas para os antagonistas e para o L-NAME foram
baseadas na literatura (Marcon e cols., 2009) e em dados do nosso proprio laboratdrio
(Pinheiro e cols., 2010).

Quinze minutos antes da administragdao do veiculo ou das ISAs 160, 161 e 162, na
dose de 10 mg/kg, foram administrados por via intraperitoneal a naloxona, a atropina ou o L-
NAME. Apds 60 minutos do tratamento com as ISAs ou o veiculo, os animais foram

submetidos ao teste da formalina conforme protocolo descrito anteriormente.

3.12. Modelo da bolsa de ar subcutinea

O modelo da bolsa de ar subcutanea foi usado para avaliar o efeito das ISAs 160, 161 e
162 no processo de inflamagio aguda (Romano e cols., 1997; Raymundo e cols., 2011).

De acordo com o protocolo uma bolsa de ar subcutanea (BAS) foi formada no dorso dos
camundongos apds a inje¢do de 7 mL de ar estéril. Apds 3 dias, uma nova injegdo de 5 mL de
ar estéril foi feita para a manutencdo da cavidade. No 6° dia, os animais receberam, injecdo de
I mL de carragenina (Cg) (1%) 60 minutos apds serem pré-tratados com as ISAs 160, 161 ou
162. Foram separados trés grupos controles, o controle negativo composto por animais
tratados com o veiculo 60 minutos antes da injecdo de carragenina, o controle positivo
composto por animais tratados i.p. com dexametasona (0,5 mg/kg), 12 horas apds a injegao de
carragenina € um grupo composto apenas por animais tratados com o veiculo e que receberam
injecdo de 1 mL de PBS estéril na BAS. No 7° dia os animais foram eutanasiados em cdmara

de CO, e a cavidade foi lavada com 1 mL de PBS para a coleta do exsudato inflamatorio.

44



Imediatamente apds a coleta, a contagem total e diferencial dos leucocitos presentes no
exsudato foi determinada em contador automatico de células (pocH-100iV Diff, Sysmex). O
exsudato foi centrifugado a 11.000 rpm por 10 minutos, a 4’C. O sobrenadante foi aliquotado
e armazenado a -20°C para posteriores dosagens de 6xido nitrico (NO), proteina, citocinas e
migracdo leucocitdria. Para contagem diferencial do sangue os camundongos foram
anestesiados com 10mg/g de animal de quetamina e xilasina, 100puL. de sangue do olho de
cada animal foram coletados e colocados em um ependorfe contento 15ul. de EDTA e
imediatamente foi feita a contagem no contador automatico de células. Para contagem
diferencial da medula, o fémur do camundongo foi retirado e lavado com 1 mL de PBS estéril
e imediatamente foi realizada a contagem no contador automatico de célula. O protocolo esta

representado no esquema 7.

DIA 0 DIA 3 DIA 6 DIA 7

1 1 1

Injecdo de 7 mL de ar . E{EFORCO ISA160 DEXA. EUTANASIA
estéril Inje¢iio de 5 mL de ar ISA 161 (0,5 mg/kg) (coleta do exsudato para
estéril ISA162 posteriores dosagens)
0,1,1e10
mg/kg)
veiculo
+60 min. +12h

Injecdo de Cg.(1%)
na BAS ou PBS estéril

Esquema 7: Protocolo bolsa de ar subcutanea.
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3.13. Quantifica¢do da producio de 6xido nitrico (NO)

A producdo de NO foi quantificada através da conversao do metabolito estavel nitrato
em nitrito (Bartholomew, 1984) seguida pela dosagem de nitrito (Green e cols., 1982).
Brevemente, o sobrenadante do exsudato foi desproteinizado. Em seguida, misturou-se
amostra, fosfato de sodio (0,5M; pH 7,2), formato de amonio (2,4 M; pH 7,2) e E.coli. Apos
incubagdo por 2 horas a 37°C, foi realizada centrifuga¢do a 10.000 r.p.m. por 10 minutos. Ao
final, 100 pL do sobrenadante foram misturados com igual volume do reagente de Griess (1%
sulfanilamida em 4gua e 0,1% naftiletilenodiamina em 10% H3;PQOy), por 10 minutos (Green e
cols., 1982). A absorbancia foi medida no comprimento de onda de 540 nm. A concentragdo
de nitrito foi expressa em micromolar (uM) e calculada a partir de uma curva padrao de nitrito

de soédio, previamente feita.

3.14. Quantificacio de proteinas

A quantificagdo de proteinas foi realizada através de kit para dosagem de proteina
BCA™ (Pierce). Para a dosagem, foram misturados os reagentes A (carbonato de sddio,
bicarbonato de sodio, acido bicincronico e tartarato de sddio em 0,1 M de hidréxido de sodio)
e B (sulfato de cobre 4%), na propor¢do 50:1. Em seguida, foram incubados 5 pL da amostra e
195 puL da mistura dos reagentes A e B a 37°C, por 30 minutos. A absorbancia foi medida em
leitor de microplaca (FlexStation 3, Molecular Devices) a 562 nm. A concentragdo de
proteinas foi expressa em pg/mL calculada usando uma curva padrdo de albumina sérica

bovina.

46



3.15. Dosagem das citocinas TNF-a e IL-1§

Para avaliarmos a concentragdo de citocinas no exsudato da BAS foi utilizado o método
de ensaio imunoenzimatico (ELISA) através de Kits especificos (B&D) para cada citocina.

Imunoplacas de 96 pogos foram recobertas e incubadas por 18h a 4°C com anticorpos de
captura anti-TNF-a ou anti-IL-1f e diluidos no tampao diluente. Apds o periodo de incubagdo
as placas foram lavadas com tampao de lavagem e bloqueadas por 1 hora, em temperatura
ambiente, com tampao de bloqueio. Em seguida, foram novamente lavadas com tampdo de
lavagem e adicionados 50 plL. das amostras ou o padrdo especifico de citocina recombinante
(preparado no tampdo de bloqueio). As placas foram incubadas durante a noite a 4°C e
posteriormente foram lavadas com tampdo de lavagem e incubadas por 1 hora, em
temperatura ambiente, com anticorpo de deteccdo conjugado com a enzima. Apos a lavagem
das placas, a adicao da solugdo de substrato e a incubag¢ao por 30 minutos ao abrigo da luz, foi
adicionado H3PO4 1N (25 pL/pogo) como solucdo de parada. A absorbancia foi medida a 450
nm utilizando-se um leitor de microplaca (FlexStation 3, Molecular Devices) e as
concentragdes das citocinas foram calculadas através da curva padrdo de citocinas e expressas

em pg/mL.

3.16. Analise Estatistica

Os grupos experimentais foram compostos por 5 a 7 animais, selecionados
aleatoriamente. Os resultados estdo expressos como a média + desvio padrio (D.P.). A
significancia estatistica entre os grupos foi calculada pelo teste de andlise de varidncia
(ANOVA) seguido do teste de Bonferroni. Valores de p menores de 0,05 foram usados como

indicador de significancia.
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4. RESULTADOS
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4.1. Efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio dos analogos da convolutamidina A no
modelo da formalina
A inje¢do intra-plantar de formalina (2,5%) desencadeia uma resposta algésica dividida
em duas fases distintas. A 1* fase (fase neurogénica) ocorre nos primeiros 5 minutos apos a
inje¢do da formalina e a 2? fase (fase inflamatdria) ocorre entre 15 e 30 minutos apds a injecao
de formalina.
Os resultados apresentados no grafico 1 mostram o efeito das ISAs 160, 161 e 162
(0,1, 1 e 10 mg/kg) na resposta de lambedura da pata na primeira fase da formalina. No grupo
de animais tratados oralmente com o veiculo, o tempo em que os animais permaneceram
lambendo a pata foi de 45,8 + 2,3 segundos. No grupo pré-tratado com acido acetilsalicilico
(AAS, 200 mg/kg, controle positivo), o tempo obtido foi de 41,7 + 1,4 segundos, ndo havendo
diferenca com o grupo controle (veiculo). O grupo de animais pré-tratato com a
Convolutamidina A (10 mg/kg) para comparagdo com os demais derivados, também nao
apresentou reducdo no tempo de resposta de lambedura. Em rela¢do ao pré-tratamento por via
oral dos animais com os 3 derivados, todos demonstraram reducdo no tempo que os animais
permaneceram lambendo a pata. Com as ISAs 162 e 161 a redugdo mais importante ocorreu
na menor dose, 0,1 mg/kg, enquanto que o melhor resultado obtido com a ISA 160 foi com a

dose de 1 mg/kg.
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Grifico 1: Efeito dos analogos da convolutamidina A (ISAs 160,161 e 162) na 1* fase da resposta da
formalina. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (agua destilada), acido acetilsalicilico
(AAS, 200 mg/kg), convolutamidina A (10 mg/kg) ou as ISAs (0,1, 1 e 10 mg/kg), 60 min 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=5-7). A significancia
estatistica p < 0,05 foi calculada comparando os grupos pré-tratados com as ISAs ou AAS com o grupo
pré-tratado com veiculo (*), ou comparando os grupos pré-tratados com as ISAs com o grupo pré-

tratado com AAS (#), por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni.

Durante a fase inflamatoéria (2* fase), os animais pré-tratados oralmente com o veiculo
apresentaram um tempo de resposta de 145,4 + 14,6 segundos. Ja nos animais pré-tratados
com AAS, o tempo obtido foi de 64,2 £ 1,5 segundos, correspondendo a uma inibi¢do de
55,8% na resposta. O pré-tratamento com a convolutamidina A (10 mg/kg) causou uma
reducdo no tempo de resposta de, aproximadamente 30% (101,7 + 8,2 segundos). O grupo
pré-tratado com a ISA 160 apresentou uma reducdo no tempo de resposta dose-dependente.
Na dose de 10 mg/kg o tempo de redugdo da resposta foi de aproximadamente 88%,

enquanto o AAS inibiu o tempo de lambedura em 55,8% comparados ao grupo que recebeu
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apenas veiculo. Ja o grupo pré-tratado com a ISA 161 e a ISA 162 a reducdo no tempo de
resposta ocorreu nas trés doses testadas sendo a dose de 10 mg/kg mais ativa em ambos, com

uma reducao de 34,5% e 60,6% respectivamente.
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Grafico 2: Efeito dos analogos da convolutamidina A (ISAs 160,161 e 162) na 2? fase da resposta da
formalina. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (dgua destilada), acido acetilsalicilico
(AAS, 200 mg/kg), convolutamidina A (10 mg/kg) ou as ISAs (0,1, 1 e 10 mg/kg), 60 min 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=5-7). A significancia
estatistica p < 0,05 foi calculada comparando os grupos pré-tratados com as ISAs ou AAS com o grupo
pré-tratado com veiculo (*), ou comparando os grupos pré-tratados com as ISAs com o grupo pré-

tratado com AAS (#), por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni.

51



4.2. Efeito dos analogos da convolutamidina A no modelo de retirada de cauda

Pelo fato dos derivados terem demonstrado um efeito antinociceptivo (como observado
na primeira fase da resposta a formalina) resolvemos avaliar se os derivados também teriam
efeito antinociceptivo através do envolvimento de mecanismos nociceptivos espinhais. Para
tanto utilizamos o modelo da retirada da cauda. Neste modelo o estimulo térmico ¢ capaz de
desencadear uma resposta reflexa caracterizando o envolvimento de mecanismo de reflexo
espinhal (Jones, 1996). De acordo com o protocolo, a agdo antinociceptiva foi padronizada
como o tempo (em segundos) no qual os animais levaram para manifestar o reflexo de retirada
de cauda (denominado como tempo de laténcia) apos esta ter sido imersa em um banho-maria
com agua aquecida a 50° + 1°C.

O pré-tratamento oral dos animais com a ISA 160, apresentou aumento significativo
no tempo de resposta dos animais nas trés doses testadas. A dose de 1 mg/kg teve um pico
maximo de resposta no periodo de 80 minutos apos a administragdo e coincidiu com o pico
maximo do grupo pré-tratado com morfina (2,5 mg/kg) sendo o aumento em relagdo a linha de
base de 143% para o grupo pré-tratado com ISA 160 e 172% para o grupo pré-tratado com

morfina (grafico 3).
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Grafico 3: Efeito da ISA 160 no modelo de retirada de cauda. Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (dgua destilada), ISA 160 (0,1, 1 e 10 mg/kg), ou morfina (2,5 mg/kg, i.p). Os
resultados sdo expressos como média = d.p (n=5-7). A significancia estatistica (* p < 0,05) foi
calculada entre os grupos tratados com a ISA 160 ou morfina e o veiculo, por analise de variancia

(ANOVA) seguida do pds-teste de Bonferroni.

Para melhor visualizarmos os resultados mostrados anteriormente convertemos 0s
valores do grafico em linhas para grafico de area sob a curva (ASC). Podemos observar que o
pré-tratamento com qualquer uma das trés doses (0,1, 1 ou 10 mg/kg) da ISA 160 aumentou
significativamente o valor de ASC em relagdo ao controle. E importante salientar que mesmo
na menor dose utilizada do analogo da convolutamidina A, o resultado da ASC foi similar

aquele da morfina (Grafico 4).
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Grafico 4: Efeito da ISA 160 no modelo de retirada de cauda. Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (dgua destilada), ISA (0,1, 1 e 10 mg/kg) ou morfina (2,5 mg/kg, i.p). Os
resultados sdo expressos como média + d.p. (n=5-7) dos valores de area sob a curva (ASC). A
significancia estatistica (* p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com a ISA 160 ou morfina e

o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni.
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O efeito da ISA 161 foi significativo logo apds 20 minutos da administragdo oral para as
trés doses testadas. O pico maximo de efeito na dose de 0,1, 1 e 10 mg/kg foi no periodo de
120, 100 e 60 minutos com uma porcentagem de aumento em relacdo a linha de base de

82%, 143% e 92,1% respectivamente (grafico 5).
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Grafico 5: Efeito da ISA 161 no modelo de retirada de cauda. Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (dgua destilada), ISA 161 (0,1, 1 e 10 mg/kg), ou morfina (2,5 mg/kg, i.p). Os
resultados sdo expressos como média = d.p. (n=5-7). A significincia estatistica (* p < 0,05) foi

calculada entre os grupos tratados com a ISA 161 ou morfina e o veiculo, por analise de variancia

(ANOVA) seguida do pds-teste de Bonferroni.

Os valores representados no grafico da ASC mostram que os animais pré-tratados com
a ISA 161, nas trés doses, apresentaram um aumento na area sob a curva em relacdo ao
controle. Os valores da ASC das trés doses foram de 8.129, 10.269, 9.164 respectivamente,

sendo esses valores proximos a ASC apresentada pelo grupo pré-tratado com morfina de

9.804 (Grafico 6).
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Grafico 6: Efeito da ISA 161 no modelo de retirada de cauda. Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (dgua destilada), ISA (0,1, 1 e 10 mg/kg, v.0) ou morfina (2,5 mg/kg, i.p). Os
resultados sdo expressos como média + d.p. (n=5-7) dos valores de area sob a curva (ASC). A
significancia estatistica (* p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com a ISA 161 ou morfina e

o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni.

Em relacdo ao efeito antinociceptivo da ISA 162, as trés doses foram capazes de causar
aumento em relacdo a linha de base. O pico de efeito maximo ocorreu ap6s 40 minutos, para
as doses de 0,1 e 1 mg/kg, e 80 minutos na dose de 10 mg/kg, com valores de 94,7%, 133,1%

e 157,1% respectivamente (grafico 7).
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Grafico 7: Efeito da ISA 162 no modelo de retirada de cauda. Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (dgua destilada), ISA 162 (0,1, 1 e 10 mg/kg), ou morfina (2,5 mg/kg, i.p). Os
resultados sdo expressos como média = d.p (n=5-7). A significancia estatistica (* p < 0,05) foi

calculada entre os grupos tratados com a ISA 162 ou morfina e o veiculo, por analise de variancia

(ANOVA) seguida do pds-teste de Bonferroni.

De acordo com o grafico 8, a ISA 162 foi capaz de aumentar a ASC nas trés doses
testadas. Os valores de ASC referentes as doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg foram 5.022, 4.956 ¢
12.308 respectivamente, sendo esses valores proximos ao apresentado pelo grupo pré-tratado

com a morfina que foi de 9.804.
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Grafico 8: Efeito da ISA 162 no modelo de retirada de cauda. Os animais foram pré-tratados
oralmente com veiculo (dgua destilada), ISA (0,1, 1 e 10 mg/kg) ou morfina (2,5 mg/kg, i.p). Os
resultados sdo expressos como média + d.p. (n=5-7) dos valores de area sob a curva (ASC). A
significancia estatistica (* p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com a ISA 162 ou morfina e

o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni.
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4.3. Efeito dos analogos da convolutamidina A no modelo da placa quente

Como os trés derivados apresentaram efeito antinociceptivo periférico (modelo da
formalina) e espinhal (modelo da retirada da cauda) decidimos avaliar, através do modelo da
placa quente, se o efeito apresentado pelas ISAs poderia envolver mecanismos nociceptivos
supra-espinhais. Nesse modelo o animal tenta retirar a pata da superficie aquecida ou lambé-la
como consequéncia da ativacao do cortex somatossensorial (Sahley and Berntson, 1979).

Os animais foram pré-tratados com as ISAs nas doses de 0,1, 1 ou 10 mg/kg. Os valores
foram comparados aos valores apresentados pela morfina (analgésico opioide) bem como aos
valores demonstrados pelo grupo pré-tratado somente com veiculo. De acordo com o grafico 9
nenhum dos derivados apresentaram efeito antinociceptivo central supraespinhal. Os valores

sdo representados em percentual de aumento em relagdo a linha de base e ASC.
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Grafico 9: Efeito das ISAs 160, 161 e 162 no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados

oralmente com veiculo, ou as ISAs (0,1, 1 e 10 mg/kg ou morfina (2,5 mg/kg, i.p.) Os resultados sao

expressos como média = d.p. (n=5-7). A significancia estatistica p < 0,05 foi calculada entre os grupos

tratados com as ISAs ou morfina e (*) por analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de

Bonferroni.
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4.4. Efeito dos analogos da convolutamidina A no modelo de nocicep¢do induzida pela
injecdo intraplantar de capsaicina

A capsaicina estimula receptores TRPV-1 e medeia a liberagdo de varios
neurotransmissores, incluindo substidncia P e glutamato, a partir de terminais periféricos e
centrais de neurOnios sensoriais primdrios. Essa estimulacdo pode contribuir para o
processamento nociceptivo (Medvedeva e cols., 2008). Assim, para avaliarmos se haveria
envolvimento de receptores vaniloides TRPV-1, no efeito antinociceptivo das ISAs 160, 161 e
162, foi utilizado o modelo da nocicep¢do induzida pela capsaicina como descrito por
Sakurada e cols. (1992).

Os resultados obtidos no modelo da capsaicina (grafico 10) mostram que o grupo pré-
tratado com o veiculo teve uma resposta nociceptiva de lambedura da pata de 97,6 segundos.
Quando foi administrado a capsazepina (antagonista da vaniloide), 10 nmol/pata), o tempo
que o animal permaneceu lambendo a pata foi reduzido em torno de 68%. Os derivados da
convolutamidina A também reduziram o tempo de lambedura nas 3 doses testadas sendo a
dose de 1 mg/kg mais ativa para as ISAs 160 e 161 enquanto a dose de 10 mg/kg da ISA 162

apresentou maior redug¢do quando comparados ao grupo pré-tratado com o veiculo.
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Grifico 10: Efeito das ISAs 160, 161 e 162 no modelo de nocicep¢do induzida pela injecdo
intraplantar de capsaicina (5 nmol). Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo, ou as ISAs
(0,1, 1 e 10 mg/kg) 60 min. antes da injegdo de capsaicina. Os resultados sdo expressos como média =
d.p. (n=5-7). A significincia estatistica (* p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com a ISA

ou capsazepina e o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Bonferroni.
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4.5. Efeito dos analogos da convolutamidina A no modelo de nocicep¢io induzida pela
injecdo intraplantar de glutamato

E bem estabelecido que o glutamato é um dos principais neurotransmissores excitatorios
envolvido na transmissdo de sinais nociceptivos (Jancso, 1978; Ju e cols. 1987; Beirith e cols.,
2002). Com o objetivo de investigar se a via glutamatérgica também participaria no efeito
antinociceptivo das ISAs 160, 161 e 162, foi avaliado se o pré-tratamento com esses trés
derivados seria capaz de reverter o efeito nociceptivo da injecao intraplantar do glutamato.

Conforme apresentado no grafico 11, o pré-tratamento com os derivados nas doses de
0,1, 1 e 10 mg/kg causou redugdo significativa no tempo de lambedura na pata que recebeu
inje¢do de glutamato. Na dose de 10 mg/kg a ISA 160 apresentou uma redugdo de 75% no
tempo que o animal permaneceu lambendo a pata, enquanto as ISAs 161 e 162 mostraram
uma reducdo no tempo de resposta de lambedura de 72% e 64% respectivamente, quando
comparadas ao grupo tratado com veiculo. Na dose de 1 e 0,1 mg/kg a diminui¢do no tempo
de resposta foi de pelo menos 70% para as ISAs 161 e 162. A ISA 160 teve uma diminui¢ao

no tempo de lambedura em apenas 28% para dose de 0,1 mg/kg e 24% para dose de 1 mg/kg.
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Grifico 11: Efeito das ISAs 160, 161 e 162 no modelo de nocicep¢do induzida pela injecdo
intraplantar de glutamato. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo, ou a ISA (0,1, 1 ¢ 10
mg/kg) 60 min. antes da inje¢do de glutamato. Os resultados sdo expressos como média + d.p. (n=5-7).
A significancia estatistica (* p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com as ISAs e o veiculo,

por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni.
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4.6. Investigacdo do mecanismo de acao antinociceptivo

Pelo fato das ISAs 160, 161 e 162 terem demonstrado importante agdo antinociceptiva,
foi investigado a relacdo dessa acdo com trés sistemas enddgenos envolvidos tanto na
transmissdo do impulso nociceptivo como na ativacdo de vias que participam do controle da
nocicep¢ao. Assim, foram administrados por via intraperitoneal os antagonistas, naloxona
(antagonista ndo seletivo de receptores opioides, 1 mg/kg) ou atropina (antagonista ndo-
seletivo de receptores muscarinicos, 1 mg/kg) ou o inibidor ndo seletivo da enzima 6xido
nitrico sintase (N-nitro-L-arginina metil éster, L-NAME, 3 mg/kg), 15 minutos antes da
administracdo oral dos trés derivados (na dose de 10 mg/kg). O efeito foi avaliado no modelo

da formalina.

4.6.1. Investigaciao do envolvimento do sistema opioide

De acordo com os resultados apresentados no grafico 12, o grupo pré-tratado com o
veiculo teve um tempo de lambedura de 45,8 + 2,3 segundos na fase 1 e 141,4 + 16,1
segundos na fase 2, o tratamento com naloxona ndo alterou os parametros. Contudo, na 1*
fase, a administracio da naloxona preveniu o efeito antinociceptivo dos andlogos,
demonstrado pela redugdo da reposta de lambedura da pata. J& na 2 fase, o antagonista

opioide reverteu o efeito antinociceptivo apenas da ISA 160 e da ISA 162.
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Grifico 12: Avaliagdo da participacao do sistema opioide sobre a antinocicepcao das ISAs 160, 161 e

162 no modelo da formalina (fase 1 e fase 2). Os animais foram pré-tratados com naloxona (1 mg/kg,

i.p.) 15 minutos antes da administracao oral das ISAs. Os resultados sdo expressos como média + d.p.

do tempo em que os animais permaneceram lambendo a pata injetada com a formalina (n=5-7). A

significancia estatistica (p < 0,05) foi calculada por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pos-

teste de Bonferroni entre os grupos pré-tratados com os analogos e o grupo pré-tratado com o veiculo

(*) ou grupos pré-tratados com naloxona antes da administragdo do analogo e o grupo tratado com o

respectivo analogo (#).
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4.6.2 Investigacio do envolvimento do sistema colinérgico

Os resultados obtidos na avaliagdo do envolvimento do sistema colinérgico mostram
que a administracdo intraperitoneal da atropina foi capaz de prevenir esse tempo de resposta
na primeira fase apenas no grupo pré-tratado com a ISA 161. Enquanto que na segunda fase o
antagonista ndo preveniu o efeito antinociceptivo da ISA 161, entretanto a diminui¢do do
tempo de reposta dos grupos pré-tratados com a ISA 160 e ISA 162 foi prevenido pela

administracdo da atropina (grafico 13).

Grifico 13: Avaliacdo da participagdo do sistema colinérgico muscarinico sobre a antinocicepg¢ao das
ISAs 160, 161 e 162 no modelo da formalina (fase 1 e fase 2). Os animais foram pré-tratados com
atropina (1 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes da administracéo oral das ISAs. Os resultados sdo expressos
como média £ d.p. do tempo em que os animais permaneceram lambendo a pata injetada com a
formalina (n=5-7). A significancia estatistica (p < 0,05) foi calculada por analise de varidncia
(ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni entre os grupos pré-tratados com os analogos e o grupo
pré-tratado com o veiculo (*) ou grupos pré-tratados com atropina antes da administragcdo do analogo e

o grupo tratado com o respectivo analogo (#).
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4.6.3 Investigacio da participacao do sistema nitrérgico

O gréfico 14 mostra que o pré-tratamento com os trés derivados da convolutamidina
na fase 1, apenas o grupo de animais pré-tratados com a ISA 161 demonstrou prevencdo do
efeito antinociceptivo apds a administracio do L-NAME. Entretanto, durante a fase 2, o
inibidor da enzima NO sintase, foi capaz de prevenir o efeito antinociceptivo apresentado

pelos trés derivados.
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Grafico 14: Avaliacdo da participagdo do sistema nitrérgico sobre a antinocicepg¢do das ISAs 160, 161
e 162 no modelo da formalina (fase 1 e fase 2). Os animais foram pré-tratados com L-NAME (3
mg/kg, i.p.) 15 minutos antes da administracao oral das ISAs. Os resultados sdo expressos como média
+ d.p. do tempo em que os animais permaneceram lambendo a pata injetada com a formalina (n=5-7).
A significancia estatistica (p < 0,05) foi calculada por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pos-
teste de Bonferroni entre os grupos pré-tratados com os analogos e o grupo pré-tratado com o veiculo

(*) ou grupos pré-tratados com L-NAME antes da administracdo do analogo e o grupo tratado com o

respectivo analogo (#).
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4.7. Efeito anti-inflamatério no modelo da bolsa de ar subcutinea (BAS)

Devido os quatro derivados da convolutamidina A terem apresentado resposta na
segunda fase da resposta a formalina decidimos avaliar os seus efeitos no modelo da bolsa de
ar subcutanea (BAS). Tal modelo envolve migragdo celular, o extravasamento plasmatico e a
producdo de inimeros mediadores e diversas citocinas, o que permite investigar potencial
anti-inflamatorio de varios compostos (Okudaira e Shuwarz, 1962; Clark, 1975; Vigil e cols.,

2008).

4.7.1. Contagem total de células

Vinte e quatro horas apds a injecdo da carragenina (1%) na BAS, o primeiro pardmetro
avaliado foi da migracdo celular (grafico 15). De acordo com os resultados apresentados, a
injecdo de carragenina na BAS nos animais pré-tratados oralmente com o veiculo causou,
apoOs 24 horas, um aumento significativo no numero de leucécitos totais na cavidade (72,1 +
11,1 x 10° células/mL) em relagdo ao grupo que recebeu a injegdo de PBS (1,2 + 0,9 x 10°
células/mL). Ja4 os animais que foram pré-tratados intraperitonealmente com o anti-
inflamatério dexametasona (0,5 mg/kg), 12 horas antes da inje¢do de carragenina na BAS, foi
observada uma redugio de 48,4% no numero total de células (37,2 + 4,8 x 10° células/mL)
que migraram para a cavidade. Nos grupos que receberam o pré-tratamento com as ISAs 160,
161 e 162, observamos que a ISA 160 reduziu o niimero de células apenas na dose de 1
mg/kg. A ISA 161 reduziu o infiltrado celular nas trés doses utilizadas sendo a dose de 1
mg/kg a mais ativa, e com a ISA 162 a diminui¢do leucocitaria ocorreu apenas nas duas

maiores doses.
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Grifico 15: Efeito das ISAs 160, 161 e 162 na migracao de células induzida por carragenina na BAS.
Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (agua destilada), ou com as ISAs nas doses (0,1,
1 e 10 mg/kg) 60 min antes da injecdo de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente
(i.p) com dexametasona (0,5 mg/kg) 12 horas antes a inje¢do de carragenina na BAS. Os resultados sdo
expressos como média £ d.p. do niimero de leucdcitos totais (x 10°/mL) (n=5-7). A significancia
estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com as ISAs ou dexametasona e o veiculo,
por analise de varidancia (ANOVA) seguida do pods-teste de Bonferroni. * quando comparados os
grupos tratados com as ISAs ou dexametasona e o veiculo e # quando comparados os grupos veiculo e

o grupo que recebeu PBS na cavidade.
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Para avaliar se o efeito das ISAs 160, 161 e 162 sobre a migragdo celular devia-se a
inibicdo no processo de transmigracdo da célula da circulagdo sanguinea para a BAS, ou
diminui¢do das células na medula, por efeito toxico, foi realizada a contagem total dos

leucéceitos do sangue e da medula dos animais tratados com os derivados na dose de 10 mg/kg

Os resultados apresentados no graficol6 ndo mostraram diferencas significativas com
relagdo ao nimero de leucdcitos totais do sangue e da medula entre os grupos pré-tratados

com os trés derivados e os respectivos controles
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Grafico 16: Contagem total de leucdcitos do sangue e medula. Os animais foram pré-tratados
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oralmente com veiculo (agua destilada) ou ISAs 160, 161 e 162 (10 mg/kg), 60 min antes da injecdo de
carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média = d.p. do nimero de leucdcitos totais
(n=4-7). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com as ISAs e o

veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pods-teste de Bonferroni.
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4.7.2. Quantificacdo de proteinas totais

Um dos eventos que ocorre apds a injecdo da carragenina na BAS ¢ o aumento da
permeabilidade vascular que favorece o extravasamento de proteinas plasmaticas do sangue
para a BAS.

No grafico 17, o grupo dos animais pré-tratados com veiculo e que recebeu a injecao
de PBS na cavidade, foram quantificadas 18,3 + 5,2 mg/mL de proteinas totais enquanto no
exsudato inflamatorio dos animais que receberam inje¢do de carragenina, foram quantificadas
304,9 + 38,2 mg/mL de proteinas. Nos animais pré-tratados com dexametasona (0,5 mg/kg),
12 horas antes da injecdo da carragenina na BAS, a concentragdo de proteina foi 139,7 + 18,2
mg/mL, portanto um percentual de inibi¢do de 54,2% quando comparado ao grupo pré-tratado
com veiculo e que recebeu carragenina na BAS. Considerando os grupos de animais pré-
tratados com os trés derivados e injetados com carragenina na BAS, apenas as ISAs 160 e 162
na dose de 1 mg/kg foram capazes de reduzir significativamente a concentracdo de proteinas

totais sendo essa inibi¢ao de 43,5% e 36,2%, respectivamente.
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Griéfico 17: Efeito das ISAs 160, 161 e 162 no extravasamento de proteinas plasmaticas induzido por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (dgua destilada) ou com as
ISAs (0,1 a 10 mg/kg), 60 min antes da injecdo de carragenina na BAS ou pré-tratados i.p. com
dexametasona (0,5 mg/kg) 12 horas antes da inje¢do de carragenina na BAS. Os resultados sdo
expressos como média £ d.p. da concentragdo de proteinas plasmaticas totais (mg/mL) (n=5-7). A
significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com as ISAs ou
dexametasona e o veiculo, por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pds-teste de Bonferroni. *
quando comparados os grupos tratados com as ISAs ou dexametasona e o veiculo e # quando

comparados os grupos veiculo e o grupo que recebeu PBS na cavidade.
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4.7.3. Quantificacdo de oxido nitrico (NO)

O o6xido nitrico ¢ um importante mediador que regula diversos eventos do processo
inflamatorio (Rossi e cols., 2003).

No grupo injetado com PBS na cavidade e pré-tratado com veiculo, a concentragdo de
NO no lavado da cavidade foi de 11,9 + 5,4 uM, enquanto o grupo injetado com carragenina
na BAS e pré-tratado com veiculo foi de 172,3 £ 16,6 uM. Em animais que foram
administrados intraperitonealmente com a dexametasona (0,5 mg/kg), 12 horas antes da
inje¢do de carragenina na BAS, houve uma inibi¢do de 57,1% na concentracdo de NO (73,8 +
3,1 uM) em relacdo ao grupo injetado com carragenina na BAS e pré-tratado com veiculo. O
grupo de animais que recebeu tratamento com a ISA 160 apresentou uma reducao significativa
na producdo de NO nas duas maiores doses, enquanto a ISA 161 diminuiu a produgdo de NO
no lavado da BAS apenas na dose de 10 mg/kg e a ISA 162 somente na dose de 1 mg/kg,

(grafico 18).
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Grafico 18: Efeito das ISAs 160, 161 e 162 na produgdo de o6xido nitrico (NO) induzido por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (dgua destilada) ou com as
ISAs nas doses 0,1 a 10 mg/kg, 60 min antes da inje¢do de carragenina na BAS, ou pré-tratados
i.p.com dexametasona (0,5 mg/kg) 12 horas antes da injecao de carragenina na BAS. Os resultados sdo
expressos como média + d.p. da concentragdo de NO (uM) (n=5-7). A significancia estatistica (*p <
0,05) foi calculada entre os grupos tratados com as ISAs ou dexametasona e o veiculo, por analise de
variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni. * quando comparados os grupos tratados com

as ISAs ou dexametasona e o veiculo e # quando comparados os grupos veiculo e o grupo que recebeu

PBS na cavidade.
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4.7.4. Dosagem de citocinas (TNF-a e IL-1P)

Apos a inje¢do de carragenina na BAS, além da liberagdo de alguns mediadores
inflamatorios, had também a liberacdo de diversas citocinas e essas também estdo envolvidas
na evolucdo do processo inflamatério. Assim, foi avaliado se as ISAs 160, 161 e 162 seriam
capazes de alterar a producdo de algumas citocinas produzidas durante a resposta inflamatoria,
induzida por carragenina.

A concentracdo de TNF-a e IL-1B no exsudato inflamatério da BAS nos animais
tratados oralmente com o veiculo e que receberam inje¢do de carragenina na cavidade,
apresentou-se elevada (graficos 19 e 20). O grupo de animais pré-tratados com veiculo e que
foi injetado PBS na BAS, apresentou uma concentra¢do de 57,9 + 7,5 pg/mL de TNF-a na
BAS, enquanto os animais tratados com veiculo e que tiveram carragenina injetada na BAS a
concentragdo de TNF-a no exsudato inflamatério foi de 442,5 + 1454 pg/mL. O pré-
tratamento com a ISA 160 no grupo injetado com carragenina na BAS apresentou uma
reducdo na concentracdo de TNF-a no exsudato nas maiores doses, de 1 e 10 mg/kg, enquanto
a ISA 161 apresentou diminui¢ao nas doses de 0,1 e 1 mg/kg, e a ISA 162 somente na dose de

10 mg/kg foi capaz de reduzir a concentra¢do de TNF-a no lavado da BAS (grafico19).
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Grifico 19: Efeito das ISAs 160, 161 e 162 na producdo de TNF-a induzida por carragenina na BAS.
Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (dgua destilada) ou ISAs (0,1 a 10 mg/kg) 60
min antes da inje¢do de carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média = d.p. da
concentragdo de TNF-a (pg/mL) (n= 4-8). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre
os grupos tratados com os trés derivados e o veiculo, por analise de varidncia (ANOVA) seguida do
pos-teste de Bonferroni. * quando comparados os grupos tratados com as ISAs e o veiculo e # quando

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

A produgdo de IL-1p, apresentada no grafico 20 mostra que o grupo de animais pré-
tratados com veiculo e que recebeu a injecdo de PBS na cavidade apresentou uma
concentragdo de 69,4+ 21,4 pg/mL da citocina. Por outro lado, no exsudato inflamatério da
BAS dos animais tratados oralmente com veiculo e que receberam inje¢do de carragenina na
cavidade foram quantificadas 1.256,8 + 141,2 pg/mL de IL-1f. O pré-tratamento com a ISAs
160 e 161 reduziu a concentracdo de IL-1p apenas na menor dose com uma inibi¢ao de 63,5%

e 65,7%, respectivamente.
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J& o pré-tratamento com ISA 162 no grupo de animais injetados carragenina na BAS
reduziu a concentracdo de IL-1P tanto na dose de 0,1 mg/kg quanto na dose de 1 mg/kg

apresentando uma inibi¢ao de 62,9% e 59,2% respectivamente.
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Grifico 20: Efeito das ISAs 160, 161 e 162 na produgéo de IL-1p induzida por carragenina na BAS.
Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (agua destilada) ou ISAs (0,1 a 10 mg/kg), 60
min antes da inje¢do de carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média = d.p. da
concentragdo de IL-1fB (pg/mL) (n= 4-8). A significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os
grupos tratados com os trés derivados e o veiculo, por analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-
teste de Bonferroni. . * quando comparados os grupos tratados com as ISAs e o veiculo e # quando

comparados os grupos veiculo e o grupo que recebeu PBS na cavidade.
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5. DISCUSSAO
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Neste trabalho nossos objetivos eram de investigar uma possivel atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoria de trés novos andlogos da convolutamidina A.

A convolutamidina A ¢ uma substincias que pode ser encontrada na natureza, ¢
membro da familia de alcaloides oxindolicos e que apresenta o esqueleto 4,6-dibromo-3-
hidroxioxindol. Por apresentar promissoras a¢des biologicas e devido ao baixo rendimento no
isolamento, em 1997, Garden e colaboradores descreveram, pela primeira vez, uma rota
sintética para a molécula. Dessa forma, o grupo liderado pelo prof. Angelo C. Pinto (Instituto
de Quimica, UFRJ) sintetizou a convolutamidina A e vérios analogos inéditos.

Dando inicio ao nosso estudo, o primeiro modelo utilizado foi o da formalina. Foi
demonstrado que a injecdo de formalina pode ativar diretamente nociceptores presentes em
axonios nao mielinizados, como p. ex. fibras C, e pouco mielinizados, como as fibras AJ.
Além disso, também ¢ capaz de degranular mastocitos, causando a liberagdo de histamina e
serotonina (Parada e cols., 2001). Esses mediadores, por sua vez, ativam os nociceptores,
promovendo também a liberagdo de neuropeptideos como SP, neurocinina A, neurocinina B e
CGRP, nos terminais periféricos dos aferentes primarios (Santos e Calixto, 1997), assim como o0s
aminoacidos excitatorios glutamato e aspartato (Omote e cols., 1998). Desta maneira, acredita-se
que este conjunto de mediadores quimicos parece ser o responsavel pela nocicepcdo transitoria
observada nos primeiros cinco minutos apos a inje¢cdo da formalina (Milano, 2008)

Também foi mostrado, através de estudo de microdialise, que a inje¢cdo intraplantar de
formalina causa um aumento significativo de glutamato e PGE, durante a segunda fase do
processo doloroso (Malmberg e Yaksh, 1995). Portanto, o0 modelo da formalina é util para
detectar a dor do tipo inflamatdria e ndo inflamatoria.

Farmacos analgésicos possuem agdes diferentes na primeira e na segunda fase do teste da
formalina. Os opioides possuem acao central e inibem as duas fases similarmente. Por outro lado,

farmacos com acdo periférica, como os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) e

80



glicocorticoides, inibem somente a segunda fase (Hunskaar e cols., 1985; Hunskaar e Hole,
1987).

Nossos resultados mostram que os andlogos da convolutamidina A (as ISAs)
administrados por via oral nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg, inibiram a primeira fase do modelo
da formalina sugerindo uma atividade antinociceptiva que pode ser decorrente tanto da
atuagdo direta em receptores opioides ou ainda, inibicdo da liberagdo de mediadores como
serotonina, SP, cininas, histamina ¢ CGRP. Além disso, os trés analogos também reduziram o
tempo de resposta na segunda fase nas trés doses testadas, o que pode indicar uma inibi¢ao na
formacao e/ou liberagdo de mediadores como citocinas, eicosanoides, cininas, glutamato e 6xido
nitrico (Chichorro e cols., 2004; Tassorelli e cols., 2006).

Assim, os resultados obtidos no modelo da formalina indicam que as ISAs 160, 161 e
162 sdo efetivas nao apenas na redugdo da dor neurogénica como também da dor inflamatoria,
podendo estar envolvida tanto na inibicdo de vias centrais e periféricas de gera¢do da dor
como na inibi¢do na produ¢do e/ou acdo dos mediadores inflamatorios.

Como os trés analogos apresentaram efeito antinociceptivo periférico, decidimos avaliar se
eles apresentariam algum efeito antinociceptivo espinhal. Para tanto, utilizamos o modelo da
retirada de cauda.

Do ponto de vista farmacologico, o teste da retirada de cauda ¢ aplicado para identificar a
atividade de compostos cujos mecanismos de acao analgésica se assemelhem aos dos analgésicos
opioides (Le Bars e cols., 2001; Oliveira e cols., 2008), uma vez que foi constatado que a morfina
administrada sistemicamente € capaz de suprimir respostas de neurdnios espinhais ao estimulo
térmico nocivo na cauda (Douglass e Carstens, 1997).

Assim, a morfina, um potente fArmaco opioide, foi utilizado como controle positivo
para o teste, aumentando significativamente o tempo de resposta dos animais ao estimulo

térmico em todos os tempos apos a sua administragdo. Os trés analogos também tiveram efeito
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antinociceptivo aumentando o periodo de resposta dos animais ao estimulo térmico. Além
disso, os valores apresentados pelos analogos e representados em porcentagem de aumento em
relagdo a linha de base ou area sob a curva (ASC) foram muito proximos aos valores da
morfina indicando que a antinocicep¢do dos analogos parece estar relacionada a mecanismos
de acdes no sistema nervoso espinhal.

Devido as ISAs 160, 161 e 162 terem apresentado efeito antinociceptivo periférico e
espinhal, o proximo passo foi avaliarmos se os andlogos demonstravam atividade
antinociceptiva supra-espinhal. Para isso, foi usado o modelo da placa quente, conhecido por
ser sensivel a substancias que atuam no sistema nervoso central.

E comum utilizar o calor como estimulo nociceptivo em modelos de dor aguda. Os
nociceptores sdo ativados diretamente pelo calor e seus mecanismos de ativacdo estdao
relacionados a uma atividade primaria na medula espinhal, bem como a processamentos em
regides superiores do SNC (Le Bars e cols., 2001).

A caracteristica da resposta dos nociceptores a diferentes temperaturas passou a ser
mais bem compreendida apos a clonagem do receptor de potencial transitério vaniloide 1
(TRPV1, do inglés transient receptor potential vanilloid 1). Em resposta a agonistas como a
capsaicina, o TRPV1 abre o canal, que ¢ permeavel ao sédio e ao célcio, e provoca a
despolarizacao de fibras do tipo C e Ad do tipo II. Contudo, como a dele¢do génica do TRPV1
ndo altera a porcentagem de neuronios que respondem a altas temperaturas, em torno de 50°C,
pensou-se na existéncia de outros mecanismos. Em consequéncia foi descoberto o TRPV2,
que ndo ¢ sensivel a capsaicina e ¢ ativado em temperaturas superiores a 50°C. Esses
receptores sdo expressos em fibras Ad do tipo I (Ahluwalia e cols., 2002).

Analgésicos opioides e outros farmacos com acdo predominantemente central
aumentam o tempo de permanéncia (laténcia) dos animais na placa quente, resultado

interpretado como antinocicep¢do. A observacdo de que as ISAs 160, 161 e 162 ndo
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induziram aumento do tempo de laténcia dos animais na placa quente, sugere que estes
analogos nao apresentam atividade antinociceptiva central.

A possivel agdo antinociceptiva periférica e espinhal nos levou a investigar se os
analogos também teriam efeito na nocicep¢ao neurogéncia induzida pela capsaicina.

A capsaicina ¢ uma substancia algica que possui um importante papel no estudo do
funcionamento das fibras aferentes sensoriais C ¢ Ad, tendo em vista a sua agdo nos
nociceptores polimodais e termoceptores (Pietrovski e cols., 2006). Estudos mostram que a
nocicep¢ao induzida pela capsaicina ocorre através da ativacao do receptor vaniloide TRPV1.
Este receptor € um canal ionotropico ndo seletivo a cations, presentes em neurdnios sensoriais
priméarios (Caterina e cols., 1997; Palazzo e cols., 2002). A capsaicina provoca a liberagdo de
neuropeptideos, aminodcidos excitatorios, 6xido nitrico (NO) e mediadores pré-inflamatorios
em nervos periféricos sendo esta informagdo nociceptiva transmitida para a medula espinhal
(Szallasi e Blumberg, 1999).

Evidéncias sugerem que a regulagdo e a ativagdo do TRPV1 sdo definidas por diversos
mecanismos, tais como a inibicdo do receptor mediada por fosfolipideos e a estimulagdo
mediada pela fosforilagdo (Premkumar e Ahern, 2000; Chuang e cols., 2001). O TRPV1 pode
ser fosforilado pela proteina quinase A (PKA) e proteina quinase C (PKC), o que sensibiliza o
receptor a agdo dos agonistas e reduz sua dessensibilizagdo (Lopshire e Nicol 1998; Cesare e
cols., 1999). Entretanto, antagonistas como a capsazepina sdo capazes de inibir a resposta de
influxo de célcio evocado pela capsaicina, mas ndo pelo pH, calor ou por ativagdo da PKC
(Correll e cols., 2004).

Nossos resultados mostraram que a capsazepina foi capaz de reduzir o tempo de
lambedura da pata de forma significativa. De maneira semelhante, as ISAs 160 e 161

reduziram a reposta de lambedura da pata.
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Apesar do efeito antinociceptivo das ISAs no modelo da capsaicina ser inferior ao
efeito apresentado pelo grupo que foi administrado capsazepina, pode-se sugerir que 0s
derivados da convolutamidina A atuam, pelo menos parcialmente, via ativagdo de receptores
TRPV1 para aumentar o limiar nocicetivo.

Diversos neurotransmissores estdo envolvidos na nocicepg¢ao, dentre eles o glutamato,
um dos principais neurotransmissores excitatorios. A injecao de glutamato leva a estimulagdo
direta dos neurdnios nociceptivos. Seus receptores sdo encontrados em terminagdes nervosas
espinhais de fibras aferentes primarias (Ferreira, 2000). Com o objetivo de verificarmos uma
possivel agdo antinociceptiva dos analogos da convolutamidina A sobre o sistema
glutamatérgico, utilizamos o modelo proposto por Beirith e cols. (2002).

Agindo em fibras aferentes do tipo C, o glutamato funciona como um neuromodulador
do processo doloroso podendo estar envolvido na dor neurogénica induzida pela formalina e
pela capsaicina (Furst, 1999). O neurotransmissor atua em dois tipos de receptores, os
ionotrdpicos N-Metil-D-aspartato (NMDA) e alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropionico (AMPA), ligados a canais idnicos, e também em receptores
glutamatérgicos metabotrdopicos ligados a proteina G. Além disso, ha uma concentragdo muito
grande de receptores para o glutamato no corno dorsal da medula (Urca e Raigorodsky, 1988).

Os receptores NMDA parecem estar envolvidos na nocicepcao induzindo a sintese de
NO, bem como no desenvolvimento da tolerancia a opioides. Os inibidores da NOS tem
mostrado prevenir a tolerAncia desenvolvida a esses agentes analgésicos. Nesse sentido,
substancias que atuam diminuindo a nocicepg¢ao induzida por glutamato podem estar atuando
tanto em seus receptores como antagonistas ou inibindo a sintese de NO pelo bloqueio da

NOS (Beirith e cols., 2002).
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Nossos resultados mostraram que os analogos da convolutamidina A causaram redugdo
da nocicepg¢do induzida por glutamato sugerindo que tal efeito poderia ser em parte devido a
inibicdo da NOS.

Com o objetivo avaliar a participacdo do sistema opioide na atividade antinociceptiva
das ISAs 160, 161 e 162, os grupos de animais foram pré-tratados com o antagonista opioide,
naloxona. Com este antagonista verificamos uma reversdo do efeito antinociceptivo dos trés
analogos na primeira fase apos a inje¢do da formalina. Ja na segunda fase somente a ISA 161
ndo teve seu efeito antinociceptivo revertido pelo antagonista, indicando que a antinocicep¢ao
desse analogo pode ndo depender de ativagao de receptor opioide.

A acdo analgésica promovida pelos opioides ocorre pela ativacdo de receptores
opioides acoplados a proteina Gi, esta inibe a atividade da adenilato ciclase e também
promove a abertura de canais de K e o fechamento de Ca*". O efeito inibitorio no influxo de
Ca’" resulta na diminui¢do da liberagdo de neurotransmissores como glutamato e SP no corno
dorsal da medula (Fairbanks e cols., 2002; Stein e Lang, 2009). Esse mecanismo pode
justificar a acdo das ISAs 160 e 162 nos testes nociceptivos do glutamato e da capsaicina, uma
vez que os andlogos foram capazes de reverter a algesia provocada por esses
neurotransmissores. Entretanto tal mecanismo ndo pode explicar o efeito analgésico da ISA
161 proporcionado ap6s administragdo do glutamato. Sendo assim € necessario a investigagao
de outros mecanismos que possam explicar a atuagdo desse andlogo via receptores
glutamatérgicos.

Com o objetivo de avaliarmos o envolvimento do sistema colinérgico no efeito
antinociceptivo dos analogos, os animais foram pré-tratados com o antagonista ndo seletivo
para receptor muscarinico, a atropina.

A analgesia causada pela administragdo de agonistas nicotinicos ou muscarinicos

indica a participagdo da via colinérgica na modulacdo da dor. A ativacdo de receptores
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muscarinicos subtipo M2 ¢ capaz de reduzir a resposta periférica de nociceptores frente a
estimulos noxicos. No corno dorsal da medula espinhal, a estimulagdo de receptores
muscarinicos M2 e M4 também contribui para o efeito analgésico de forma que os
interneuronios inibitérios da lamina II sejam ativados, reduzindo assim a transmissao
nociceptiva (Wess e cols., 2003). A possibilidade de que a via colinérgica possa mediar a
resposta da acetilcolina (ACh) no processo doloroso ¢ sugerido pelo fato de que o aumento do
limiar nociceptivo medido através do teste de retirada de cauda, quando aplicado em
camundongos pré-tratados com agonistas colinérgicos, ¢ marcadamente atenuado pela
transecc¢ao espinhal dos animais. Isso sugere que a ACh desempenha um papel modelador do
processo de inibi¢do da dor (Jain, 2004; Decker e cols., 2004).

Nossos resultados podem indicar que, pelo menos parte do efeito antinociceptivo dos
analogos parece ser mediado pelo sistema colinérgico, uma vez que o pré-tratamento com o0s
trés analogos aumentou o tempo de laténcia no modelo de retirada de cauda, sugerindo o
efeito analgésico espinhal via receptores muscarinicos.

Os resultados apresentados no teste com o antagonista atropina foram diferenciados
para cada fase. Na primeira fase somente a ISA 161 teve seu efeito antinociceptivo revertido
pelo antagonista, enquanto na segunda fase isso ndo ocorreu, e as ISAs 160 e 162 tiveram o
efeito antinociceptivo revertido apenas na segunda fase. Assim sugerimos que a atividade
antinociceptiva da ISA 161 ndo depende de agdes que interferem no processo inflamatorio.
Esse resultado ¢ semelhante ao apresentado na administracdo do antagonista naloxona por
esse mesmo analogo.

O conhecimento do papel do 6xido nitrico (NO) na transmissdo nociceptiva nos levou
a investigar um possivel envolvimento da via nitrérgica no efeito antinociceptivo das ISAs
160, 161 e 162. Assim, foi administrado um inibidor da NOS (L-NAME). Na primeira fase da

formalina, apenas a ISA 161 teve seu efeito antinociceptivo revertido pelo antagonista,
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enquanto na segunda fase o inibidor da NOS reverteu o efeito antinociceptivo dos trés
derivados da convolutamidina A.

Alguns estudos tem mostrado que o NO pode ser produzido em estruturas pos-
sinapticas em resposta a ativagdo de receptores de aminoacidos excitatorios (Kitto e cols.,
1992). O NO pode iniciar a liberagdo pré-sindptica de glutamato funcionando como
mensageiro retrogrado sintetizado em sitios pos-sindpticos como consequéncia da abertura de
canais de Ca®" e ativagdo da NOS. A formagdo de NO em resposta a ativagdo dos receptores
NMDA também indica a atuacdo do NO como mediador dos efeitos nociceptivos induzidos
pelo NMDA (Bjorkman, 1995; Furst, 1999). Outro estudo mostrou a participacdo do NO no
processo nociceptivo através da inibicdo de sua sintese resultando na diminui¢do da resposta
nociceptiva (Haley e cols., 1992). Nossos dados também poderiam corroborar os dados da
literatura uma vez que a administracdo do L-NAME reverteu o efeito antinociceptivo dos
andlogos. Podemos ainda associar os nossos resultados que mostraram a reducdo da resposta
nociceptiva ao glutamato.

Com base nos resultados obtidos na segunda fase do modelo da formalina resolvemos
investigar a atividade anti-inflamatéria das ISAs 160, 161 e 162. A segunda fase deste
modelo ¢ classicamente conhecida como fase inflamatéria uma vez que envolve mediadores
como citocinas, eicosanoides, cininas, glutamato ¢ NO (Chichorro ¢ cols., 2004; Tassorelli e
cols., 2006). Dessa forma, para melhor estudarmos o possivel efeito antiinflamatério dos
andlogos resolvemos utilizar o modelo da bolsa de ar subcutanea (BAS).

A BAS, também conhecida como air pouch, ¢ um modelo de inflama¢do muito
utilizado para a triagem de farmacos com potencial agdo anti-inflamatoria. Esta técnica ¢ de
facil execugdo e permite a avaliacdo de diversos parametros inflamatérios como, por exemplo,
estudo da celularidade, exsudacdo, além de mediadores inflamatérios como citocinas,

mediadores lipidicos ¢ NO. A administra¢do da carragenina na bolsa de ar subcutanea induz
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um processo inflamatdrio com caracteristicas e curso da inflamag¢do semelhantes ao observado
na artrite reumatoide, com infiltracdo de polimorfonucleares e liberacdo de mediadores pro-
inflamatoérios (Sedgwick e Lees., 1986).

Entre duas e quatro horas apds a injecdo da carragenina hd intenso processo de
rolamento de leucocitos e adesdo celular, seis horas apos a injecdo observa-se grande fluxo de
neutrofilos e liberagdo de agentes quimiotaticos no sitio inflamatdrio (Secco e cols., 2004).
Apbs as 24 horas da injecdo de carragenina ocorre, o aumento de leucocitos do tipo
polimorfonucleares, da atividade da enzima mieloperoxidase, aumento dos niveis dos
metabolitos do NO (nitrato e nitrito), e da exsudagdo e liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias
(Ferrandiz e cols., 1996; Saleh ¢ cols., 1996; Frode e Medeiros, 2001; Da Silva, e cols., 2004;
Koo ¢ cols., 2005).

Nossos resultados mostraram uma redug¢do na migragdo leucocitdria nos grupos pré-
tratados com todos os analogos. E interessante ressaltar que, para os trés anélogos, a dose que
mostrou maior inibi¢do foi a de 1 mg/kg. Dentre as hipoteses que podem estar relacionadas a
inibicdo da migracdo leucocitdria observada nos animais tratados previamente com o0s
derivados podemos destacar a inibi¢do da producdo e/ou liberacdo de substancias pro-
inflamatorias relacionadas a quimiotaxia de leucdcitos. Nos nossos experimentos o
envolvimento de varios mediadores pro-inflamatérios e considerados quimiotaticos foi
estudado e podemos citar as citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1 e o NO.

Os niveis de TNF-a e IL-1B foram reduzidos nos grupos pré-tratados com todos os
andlogos. Neste contexto, podemos supor que a reducdo na migracao dos leucdcitos pode ser
devida a uma diminui¢do dos niveis dessas citocinas. Nossos resultados estdo de acordo com
os relatados de Rau e cols., (2006) que observaram em ratos, no modelo da pancreatite aguda

induzida por taurocolato que o imunossupressor tacrolimus, também inibiu a infiltragdo de
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neutrdfilos por reduzir a expressdo do RNAm para TNF-a e IL-1f3, no modelo experimental de
pancreatite aguda induzida por taurocolato, em rato.

Muitos estudos tem sido direcionados as moléculas de adesdo. Dentre estes estudos
podem-se citar os de Jiang e colaboradores (2004 e 2005) os quais demonstraram que o TNF-
a ¢ capaz de induzir a expressdo de E-selectina, [CAM-1 ¢ VCAM-1 em culturas de células
endoteliais da microvasculatura pulmonar e dérmica humana. A expressdo dessas moléculas
foi inibida pelo tratamento com a pirrolidina ditiocarbamato logo, via inibi¢do do NF«B.

Outro estudo que avaliou a expressdo de algumas moléculas de adesdo importantes
para a firme adesdo e diapedese dos leucdcitos, utilizou combinagdes de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a e IL-1p, e anti-inflamatorias, como IL-4 e IL-10 e viram que essas
citocinas formam uma rede complexa de comunicacdo, resultando em efeitos que ndo sao
determinados pela acdo de uma tnica citocina, mas pela inter-relacdo entre elas (Daxecker e
cols., 2002). Assim, os trés andlogos da convolutamidina A podem estar atuando em um ou
mais eventos celulares, inibindo mediadores que estimulam a expressao de moléculas de
adesdo (como citocinas pro-inflamatérias) ou fatores de transcricdo pro-inflamatoérios como o
NF-«B.

O TNF ¢ uma citocina que além de estar associada a reducdo da migragdo celular e
exsudacao (Guerra e cols., 2011) ainda tem a capacidade de induzir a expressdo de outras
citocinas pro-inflamatoérias, como a IL-1P e quimiocinas. A via de transducdo do sinal que
leva a produ¢do de TNF-a é, em parte, regulada pela via da MAP quinase p38, que uma vez
ativada, fosforila e ativa outras quinases e fatores de transcri¢do (Palladino e cols., 2003).

Ja IL-1B ¢ uma citocina produzida por diversos tipos celulares, como neutréfilos,
células endoteliais, macrofagos, linfocitos. Essa citocina induz a sintese de enzimas, como
fosfolipase A,, COX-2 e iNOS, levando a sintese de PGE; e NO (Gabay e cols., 2010). Para

que a IL-1P seja liberada, sdo necessarios dois mecanismos: o primeiro ¢ a transcri¢do de pro-
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IL-1B, que ¢ biologicamente inativa, e o outro ¢ a liberagdo de IL-1f por mecanismos
dependentes de caspase-1 (Gabay e cols., 2010). Provavelmente, a inibicdo na producao de
TNF-a e IL-1p nos grupos de animais pré-tratados com os analogos ISAs deve-se em parte a
inibicdo de algum componente especifico de suas vias de sinalizagdo.

Os mediadores inflamatorios liberados na BAS também sdo capazes de causar aumento
na permeabilidade vascular (Aller e cols., 2006; Schmid-Schonbein, 2006). Sendo assim,
outro parametro avaliado foi o extravasamento de proteinas plasmaticas. Entretanto, apenas as
ISAs 160 e 162 foram capazes de reduzir, na dose de 1 mg/kg, a concentragdo de proteinas
totais no exsudato inflamatorio. Esse efeito poderia refletir a atuacdo inibitéria dos analogos
sobre a acao de mediadores inflamatdrios como serotonina e bradicinina ou de citocinas, como
a IL-1p.

Outro parametro analisado foi a produ¢do de NO. Os efeitos desse mediador na
resposta inflamatoria sdo complexos e envolvem tanto quimiotaxia de leucdcitos como
aumento da permeabilidade vascular. Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento oral
com as ISAs foi capaz de inibir significativamente a produ¢do de NO. Essa menor producdo
de NO pode ser consequéncia de: 1) menor numero de células que transmigraram para a BAS;
2) pode estar relacionada a uma ag¢ao inibitéria de citocinas, eicosanoides, cininas, glutamato e
6xido nitrico (Chichorro e cols., 2004; Tassorelli e cols., 2006), 3) na atividade da iNOS ou
ainda, pode ser decorrente de alteracdo na expressdo da enzima. A primeira hipdtese nio
parece ser verdadeira, uma vez que a reducao ocorrida na produgdo de NO ndo € proporcional
a reducdo da migracdo leucocitaria. J& em relacdo a segunda e terceira hipdteses, ainda sao
necessarios ensaios que mostrem sua agao sobre a expressao da iNOS.

Alguns estudos mostram influéncia da producdo do NO na infiltragdo de neutrofilos e
fortalecem nossos resultados. Farsky e colaboradores (2004) observaram que o pré-tratamento

sistémico com L-NAME inibe o influxo de leucdcitos na cavidade da bolsa de ar em
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camundongos que receberam inje¢do de veneno de Bothrops jararaca. Tunon e colaboradores
(2003) demonstraram que o tacrolimus inibe a expressdo de RNAm para iNOS em hepatocitos
de ratos incubados com lipopolissacarideo (LPS). Sakaguchi e colaboradores (2006)
observaram que a administracdo intraperitoneal de L-NAME em ratos reduziu a formagdo de
exsudato e os niveis de albumina na pleurisia induzida pela carragenina. Nossos resultados
apresentados no modelo da formalina com o pré-tratamento com o L-NAME também
reforcam que os trés andlogos da convolutamidina A parecem estar atuando na reducdo da
sintese de NO e, dessa forma, podem interferir no processo de infiltragao celular.

Portanto, o efeito dos andlogos da convolutamidina A na inibicdo da migracao
leucocitaria, modulagdo negativa na sintese de citocinas, redu¢do no extravasamento de
proteinas e na inibi¢do na sintese de NO sugerem uma acdo antiinflamatoria desses
compostos.

As modificagdes estruturais feitas na molécula da convolutamidina A foram pequenas,
mas suficientes para modificar sutilmente as respostas farmacologicas das ISAs 160, 161 e
162 (figura 7). A presenca de substituintes halogenados confere uma maior lipossolubilidade a
molécula bem como a inser¢do do grupamento metil, porém em menor propor¢ao. O atomo de
flaor (substituinte da ISA 160) ¢ o representante dos derivados halogenados com maior
eletronegatividade, ele possui particularidades tais como baixa polarizabilidade quando ligado
ao carbono e apresenta maior lipofilicidade com melhor permeacdo pelas membranas sendo
mais bem absorvido, além de proporcionar em determinadas posi¢des o aumento da meia vida
de uma molécula. Em relagdo ao cloro (substituinte da ISA 161), esse ¢ menos lipossoluvel

em relagdo ao fluor visto que ¢ mais polarizavel (Barreiro e Fraga, 2008).
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Figura 8: Estrutura dos derivados da convolutamidina A. 5-fluoro-3-(2-oxopropil)-3-hidroxi-
2-oxindol (ISA 160); 5-cloro-3-(2-oxopropil)-3-hidroxi-2-oxindol (ISA 161); 5-metil-3-(2-
oxopropil)-3-hidroxi-2-oxindol (ISA 162).

Assim, de acordo com os resultados apresentados, a ISA 160 foi a que apresentou um
melhor efeito quando comparada aos demais derivados, talvez pela presenca do fliior em sua
estrutura. Os resultados apresentados nesse trabalho mostraram trés novos e inéditos andlogos
da convolutamidina A até agora ndo conhecidos, bem como suas propriedades
antinociceptivas e anti-inflamatorias. Dessa forma, o presente estudo demonstra a importancia
da intera¢do da quimica orgédnica com a farmacologia experimental na busca de candidatos a
novos farmacos. Entretanto, os efeitos apresentados pelos trés derivados ainda ndo nos
permitem propor um mecanismo de a¢do preciso uma vez que suas acdes constituem eventos

multimediados, envolvendo a ativacao de diferentes receptores e vias de sinalizacao.
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6. CONCLUSOES
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Ap0s os estudos farmacolégicos realizados com os andlogos da convolutamidina A, ISA 160,

ISA 161 e ISA 162, podemos concluir que todos:

1.

Possuem efeito antinociceptivo periférico demosntrado através do modelo da
formalina;
Possuem efeito antinociceptivo central espinhal demonstrado pelo modelo de retirada
de cauda;
A agdo antinociceptiva esta parcialmente relacionada a receptores vaniloides TRPV1;
O mecanismo de acdo antinociceptivo também parece estar relacionado de forma
direta ou indireta aos sistemas glutamatérgico, opioide, colinérgico e nitrérgico;
Apresentam efeito anti-inflamatdrio uma vez que:

¢ Inibiram migragdo leucocitaria;

e Inibiram o extravasamento de proteinas plasmaticas;

e Inibiram producdo de 6xido nitrico;

e Inibiram a producdo das citocinas TNF-a e IL-1p.
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