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RESUMO

Avaliacdo Farmacologica de LASSBIi0-1410 no Planejamento de

Novos Candidatos a Farmacos para o Tratamento da Dor

Daniella Moreira Leal

Orientadores: Prof.? Dra. Gisele Zapata Sudo
Prof. Dr. Roberto Takashi Sudo

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de POs-
graduacdo em Farmacologia e Quimica Medicinal do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas
(Farmacologia e Quimica Medicinal).

Derivados Pirazol[3,4-B]Pirrol[3,4-D]Piridina foram planejados a partir do
zolpidem e apresentaram atividade hipnético-sedativa e analgésica. Para este
estudo, LASSBIi0-1410, p-nitro fenilmaleimida, foi avaliado em protocolos para
avaliacdo da dor aguda e inflamatéria, apresentando efeito antinociceptivo na
dose de 4 mg/kg no teste da formalina, tanto na fase nociceptiva (30,8 + 3,4 s)
qguanto na fase inflamatéria (15,8 + 7,5 s), preveniu o edema de pata induzido
pela carragenina apoés 24 horas 1,58 * 0,13 ml), reverteu a hiperalgesia
mecanica no teste de Randall-Selitto (39,10 + 4,43 %), reduziu o numero total
de contor¢gdes abdominais induzidas pelo &cido acético (15,50 = 2,54). Na
avaliacdo da dor cronica, LASSBIi0-1410 4 mg/kg i.p preveniu o
estabelecimento da hiperalgesia térmica no 7° dia de tratamento nos modelos
de injaria constritiva crénica (ICC) 7,9 + 0,74 s e ligadura do nervo espinhal
(LNE) 11,26 + 0,70 s, assim como na dose de 10 mg/kg p.o reverteu a
hiperalgesia térmica no protocolo terapéutico no 14° dia apés a cirurgia de ICC
(10,38 £ 0,71 s) e LNE (11,80 £ 0,41 s). LASSBIi0-1410 também foi avaliado no
protocolo do campo aberto em rato, e ndo provocou efeito sedativo na dose de
4 mg/kg i.p, com 187,70 £ 11,89 movimentos/min, assim como na dose de 10
mg/kg p.o, 201,20 + 13,39 movimentos/min. Em camundongos, LASSBi0-1410
4 mg/ i.p reduziu os movimentos para 54,6 + 6,5 movimentos/min. No teste do
Plus Maze, LASSBIio0-1410 3 mg/kg aumentou o tempo dos animais nos bracos
abertos, 58,3 + 11,2 s, assim como a porcentagem de entrada nos bracos
aberto, 81,6 + 7,9 s. No teste do Rota Rod, LASSBIi0-1410 nao alterou o tempo
de permanéncia dos animais na barra giratéria. O derivado promoveu
antinocicepc¢ao nos protocolos avaliados, provavelmente mediada pela ativacao
de receptores delta opidides e GABAérgicos.

Palavras-chave: Dor, inflamagéo, LASSBIio-1410, antinocicepgéo, analgesia.

Rio de Janeiro
Julho/2014



ABSTRACT

Pharmacological Evaluation of LASSBi0-1410 in Planning New Drug

Candidates for the Treatment of Pain

Daniella Moreira Leal

Orientadores: Prof.? Dra. Gisele Zapata Sudo
Prof. Dr. Roberto Takashi Sudo

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de POs-
graduacdo em Farmacologia e Quimica Medicinal do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas
(Farmacologia e Quimica Medicinal).

Derivatives Pyrazole[3,4-b] pyrrole[3,4-D] pyridine were planned from zolpidem
and presented hypnotic -sedative and analgesic activity. For this study,
LASSBIio-1410, p nitro phenylmaleimide, was evaluated in protocols for
assessment of acute and inflammatory pain, with analgesic effect at a dose of 4
mg / kg in the formalin test, both nociceptive phase (30.8 + 3. 4 s) as in the
inflammatory phase (15.8 + 7.5 s), prevented paw edema induced by
carrageenan after 24 hours 1.58 = 0.13 ml) reversed mechanical hyperalgesia
in the Randall-Selitto (39.10 + 4.43%) test, reduced the total number of
abdominal contractions induced by acetic acid (15.50 + 2.54). The assessment
of chronic pain, LASSBIi0-1410 4 mg / kg i.p. prevented the establishment of
thermal hyperalgesia on day 7 of treatment in chronic constrictive injury models
(CCl) 7.9 £ 0.74 s and spinal nerve ligation (SNL) 11 26 + 0.70 s. At a dose of
10 mg / kg p.o. LASSBIi0-1410 reversed the thermal hyperalgesia in the
treatment protocol on day 14 after CCI surgery (10.38 = 0.71 s) and SNL (11.80
+ 0.41 s). LASSBI0-1410 was also evaluated in the rat open field protocol, and
did not cause sedation at a dose of 4 mg/kg i.p., 187.70 + 11.89 mov/min, and
also in the dose of 10 mg/kg p.o., 201.20 + 13.39 mov/min. In mice, LASSBio-
1410 4 mg/kg i.p. reduced the movements to 54.6 + 6,5 mov/min. In the Plus
Maze test, LASSBIio-1410 3 mg/kg increased the time on the open arms, 58.3 £
11.2 s, as well as the percentage of entry into open arms, 81.6 + 7.9 s. In the
Rota Rod test, LASSBIio-1410 did not alter the time of animals in the rotatory
bar. The derived promoted antinociception in the protocols evaluated, probably
mediated by activation of delta opioid receptors and GABA.

Keywords: pain, inflammation, LASSBIio-1410, antinociception, analgesia.

Rio de Janeiro
Julho/2014
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-HT - 5-hidroxi triptamina (serotonina)

5-HT3 - receptor de 5-hidroxi triptamina do tipo 3
5-HT1a - receptor de 5-hidroxi triptamina do tipo 1A
5-HTg, - receptor de 5-hidroxi triptamina do tipolB
5-HTip - receptor de 5-hidroxi triptamina do tipo 1D
A1 - receptor de adenosina do tipo 1

ACh - acetilcolina

AChE - acetilcolinesterase

AINES - antiinflamatorios ndo esteroidais

AMPc - monofosfato ciclico de adenosina

GMPc - - monofosfato ciclico de guanosina

ATC - antidepressivos triciclicos

ATP - adenosina trifosfato

BDNF - fator neurotrofico derivado do cérebro

CI' - cloreto

Ca** - célcio

Cay020 - canal de célcio dependente de voltagem alfa2-delta
CBL1 - receptor canabindide do tipo 1

CB2 - receptor canabindide do tipo 2

Cox - enzima ciclooxigenase

DA - dopamina

DMSO - dimetilsulfoxido

GABA - acido y-aminobutirico

GABA, - receptores de GABA tipo A

GABAg - receptores de GABA tipo B

CGRP - peptideo relacionado ao gene da calciotonina
GMPc - monofosfato ciclico de guanosina

GC - guanilato ciclase

GRD - géanglio da raiz dorsal

ICC - injuria crdnica constritiva

MAO - monoamina oxidase

NO — oxido nitrico

INOS - inibidores da 6xido nitrico sintase

IASP - Associagéo Internacional do Estudo da Dor
IP5 - inositol trifosfato

I.p. - intraperitoineal

K" - potassio

LASSBIo - Laboratorio de Avaliacéo e Sintese de Substancias Bioativas
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M; - receptor muscarinico do subtipo 1

M - receptor muscarinico do subtipo 2

M3 - receptor muscarinico do subtipo 3

My - receptor muscarinico do subtipo 4
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NT - neurotransmissores

OMS - Organizacdo Mundial da Saude
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SNC - sistema nervoso central

SNS - sistema nervoso simpatico

TNF - fator de necrose tumoral

TRP - receptores de potencial transiente

WDR - neurdnios de variacdo dinamica ampla
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1 Introducéo

1.1 Definicdo da dor

A dor foi conceituada pela Associacao Internacional para Estudos da Dor
(IASP) como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada
a um dano real ou potencial dos tecidos, ou descrita em termos de tais lesdes”.
E descrita como uma experiéncia subjetiva e pessoal, a qual envolve aspectos
sensitivos e culturais que podem ser alterados pelas variaveis socioculturais e
psiquicas do individuo e do meio.

A dor é um dos principais motivos para consultas médicas, resultando
em um numero estimado de 100 milhGes de visitas por ano e um custo
estimado em US$ 600 bilhdes por ano em cuidados de saude e perda de
produtividade (PRISINZANO, 2013). H& evidéncias de aumento da incidéncia
de dor cronica e de que ela atinja proporcdes epidémicas no mundo, 0 que a
torna um dos grandes males que afligem a humanidade contemporanea, sendo

um problema de saude publica que acarreta prejuizos pessoais e

sociais.

1.2 Fisiologia da dor

1.2.1 Nociceptores e fibras nervosas

7

Um sinal doloroso € iniciado com a ativacdo de nociceptores,
encontrados em estruturas internas como as visceras, e principalmente na
pele. Os nociceptores podem ser classificados como terminacdes nervosas
livres das fibras A-delta e C. As fibras nociceptivas podem ser mielinica,
representadas pela fibra A-delta, que possuem uma fina camada de bainha de
mielina (diametro de 1-5 ym), e velocidade de condugao do impulso nervoso de
30-40 m/s, e a fibra amielinica C, que possue diametro de 0,3 — 1,5 ym, e
conducédo lenta (0,4 — 2 m/s). Acredita-se que a ativacdo de fibras A-delta

esteja relacionada com a dor aguda e rapida, representando um mecanismo de



15

alerta e defesa para o organismo. Em contrapartida, a ativacao de fibras C esta
relacionada com a dor difusa e cronica (BASBAUM et al, 2009).

Os nociceptores de fibras A-delta podem ser divididos em: a.
nociceptores tipo | — respondem a estimulos mecéanicos e quimicos, e possue 0
limiar para ativacédo térmica alto (> 50°C), porém podem ser sensibilizados por
estimulos persistentes, e consequentemente ter o limiar de ativacéo reduzido; e
b. nociceptores tipo I, apresentam limiar térmico reduzido, e mecénico elevado.

Os nociceptores das fibras C podem ser classificados de acordo com o0s
mecanismos de ativacdo. Ha fibras que séo ativadas de modo polimodal, isto €,
podem responder a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos. Existem
também as fibras denominadas de mecano-insensiveis que ativadas pela
histamina, seriam responsaveis pela sensacdo de queimacdo. E finalmente,
outra classe de fibras foi descrita por possuir receptores que ndo respondem a
estimulos noxicos, chamados de receptores silenciosos, e séo ativados apenas
quando héa inflamacéo no tecido (WILLIS e WESTLUND, 1997)

As fibras nervosas aferentes primarias tem o corpo celular localizado nos
ganglios sensitivos, e os axénios dos neurdnios conduzem a informacédo das
terminacdes periféricas para a medula espinhal e posteriormente ao cérebro.
As fibras aferentes nociceptivas realizam sinapse no corno dorsal da medula
espinhal. Os neurbnios nociceptivos do corno dorsal estdo localizados nas
laminas mais superficiais: a lamina marginal (lamina 1) e a substancia
gelatinosa (lamina Il). Muitos dos neurdnios da lamina | respondem
exclusivamente a estimulos nociceptivos e projetam-se para centros
superiores. Na substancia gelatinosa (lamina 1) podem ser encontrados
interneurdnios, tanto inibitérios quanto excitatérios (PISERA, 2005; DREWES,
2006). As laminas Il e IV possuem neurdnios que se conectam diretamente
com fibras AB, que respondem predominantemente a estimulos in6cuos. A
lamina V possui neurdnios que se projetam ao tronco encefalico e certas
regibes do talamo, recebem contatos monossinapticos de fibras Ad e AB, assim
como de fibras C. Os neurbnios presentes na lamina VI estdo conectados de
forma monossinaptica com fibras aferentes AR de musculos e articulagdes e
respondem a estimulos inGcuos. Finalmente os neurénios das laminas VIl e VI
do corno ventral podem responder a estimulos nociceptivos, mesmo que de

forma mais complexa, através de conexdes polissinapticas (PISERA, 2005).
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Vias de transmissao da dor

A informacao da dor é transmitida por vias diretas e indiretas através de
neurbnios de projecdo para o talamo, mesencéfalo, sistema limbico e
formacao reticular, sendo responséveis pela localizacdo da dor, intensidade,
aspectos afetivos e cognitivos. As vias de transmissdo da dor podem ser
divididas em:

1. Trato espinotalamico. Composto por neurdnios nociceptivos especificos

e axonios de neurdnios de variagdo dinamica ampla (WDR) das laminas

| e V — VIl da medula espinhal. Esses neurdnios projetam-se no sentido

contralateral até o talamo.

2. Trato espinorreticular. Compreende axonios de neurdnios das laminas
VIl e VIII que terminam na formacao reticular (bulbo e ponte), para logo
ascender até o tadlamo. Muitos dos axbnios do trato espinorreticular

ascendem sem cruzar a linha média.

3. Trato espinomesencefalico. E formado por ax6nios de neurdnios de
projecao das laminas | e IV que se projetam contralateralmente até a
formacdao reticular mesencefalica e a substancia cinzenta periaquedutal
até os nucleos parabraquiais da formacdo reticular. Os neurbnios
parabraquiais projetam-se até a amigdala, um dos principais
componentes do sistema limbico, o0 que sugere que o trato

espinomesencefalico contribui com os componentes afetivos da dor.

4. Trato espinocervical. Origina-se principalmente nas laminas Il e IV.
Suas fibras fazem uma conexao sinaptica no nucleo cervical lateral e no
primeiro e segundo segmentos cervicais, para logo chegar ao talamo

através do trato cervicotalamico.
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5. Trato espinohipotalamico. Compreende em axdnios provenientes das
laminas |, V e VIII, que se projetam diretamente no hipotalamo. Essas
conexdes participam nas respostas neuroendocrinas e autondmicas

induzidas pela dor
1.3 Mediadores quimicos na transmisséao da dor

A dor é a consequéncia perceptual final do processamento neural de
determinada informacdo sensorial. O estimulo inicial surge na periferia e &
transferido, sob mudltiplos controles, através de transmissores sensoriais no
sistema nervoso central (SNC) até o coértex.

Os potenciais de acéo gerados sdo conduzidos até o SNC pelos axdnios
dos neurbnios sensoriais aferentes primarios, seguindo o0 seu trajeto
inicialmente nos nervos periféricos e fazem sinapse em neurénios no corno
dorsal da medula espinhal. Os neur6nios de projecdo secundarios transmitem a
informacéo ao tronco encefalico e ao tdlamo que, a seguir, transmitem sinais
ao cortex, hipotalamo e sistema limbico. A transmissdo € modulada em todos
0s niveis do sistema nervoso por interneurdnios inibitdérios e excitatorios

remotos e de circuito local.
Mediadores quimicos na transmissao do sinal

No corno dorsal da medula espinhal ocorre a sinapse do neurbnio
aferente primario com um neurénio de segunda ordem. Esta etapa envolve a
participacdo de varios mediadores quimicos, como neurotransmissores,
aminoécidos e neuropeptideos. As  principais  substancias  excitatorias
liberadas no corno dorsal sdo os aminoacidos glutamato e aspartato, a
substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP).
Enquanto que as inibitérias sdo a adenosina, o acido gama-amino-butirico
(GABA), as encefalinas e as endorfinas. (WIDGEROW e KALARIA, 2012)

A transmissdo sinaptica no corno dorsal, entre os aferentes primarios
das fibras C e os neurbnios de projecdo secundarios, possui componentes
rapidos e lentos. O glutamato medeia a transmisséo excitatéria rapida entre os
neurdnios sensoriais primarios e secundarios. Os neuropeptidios, como o gene

da calcitonina e outros moduladores sinapticos, incluindo a neurotrofina, o fator
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neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), sdo co-liberados com o glutamato.
Estes produzem efeitos sindpticos mais lentos através de sua acdo sobre 0s
receptores metabotropicos acoplados a proteina G e receptores de

tirosinocinases.

Mediadores da via descendente inibitoria da dor

A transmisséo sinaptica ha medula espinhal é regulada pelas acbes de
interneurdnios inibitorios locais e projecbes que descem do tronco encefalico
para o corno dorsal, sendo este um importante local de intervencao
farmacolégica. No corno dorsal da medula espinhal ha a presenca de
interneurdnios, que regulam a transmissdo do sinal doloroso, oriundos do
cortex cerebral, estruturas subcorticais e tronco encefélico, envolvendo
ativacao de receptores noradrenérgicos, serotoninérgicos e opioides.

As principais estruturas envolvidas no sistema inibitério descendente da
dor sdo: a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), o locus ceruleus (LC) e o
bulbo rostroventromedial (RVM), que inclui o nacleo magno da rafe (NMR).

A substancia cinzenta periaquedutal, quando ativada, faz sinapse no
RVM ou LC. Os ax6nios do RVM estabelecem sinapses inibitérias, através da
liberacdo de serotonina que atua principalmente em receptores 5-HT;a com
neurdnios nociceptivos de segunda ordem no corno dorsal da medula espinhal,
causando inibicdo da transmissao nociceptiva, por promover hiperpolarizacéo
da membrana neuronal e diminuicdo de neurotransmissores excitatérios. As
fibras provenientes do LC, quando ativadas, liberam noradrenalina no CDME,
levando a analgesia, resultante da ativagcdo de receptores a2-adrenérgicos,
inibindo a liberagdo de neurotransmissores. (MENESCAL-DE-OLIVEIRA e
SILVA, 2009). A analgesia promovida pelos peptideos opi6ides enddégenos é
decorrente da ativacdo do sistema rostrocaudal, levando a uma inibicdo
neuronal. A ativacdo dos neurdnios do PAG ocorre pela desinibicdo dos
neurbnios efetores. Os peptideos opidides liberados, ligam-se a seus
receptores localizados em interneurénios GABAEérgicos, tonicamente ativos,
levando a ativagdo da via descendente inibitoria. Esse circuito opioide/GABA

também é encontrado no bulbo RVM.
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1.4 Classificacao da dor
1.4.1 Classificacao temporal

A dor pode ser classificada segundo critérios temporais e fisiologicos. A
classificacdo temporal da dor € dividida em transitoria, aguda e cronica.

Na dor transitéria ocorre ativacdo dos nociceptores, sendo este tipo de dor
responsavel pela protecdo do organismo frente a possiveis danos fisico e
quimico. (LOESER e MELZACK, 1999)

A dor aguda apresenta inicio recente e duracdo provavelmente limitada,
estando relacionada a estimulacdo nociceptiva excessiva, resultando em dor
intensa, podendo estar relacionada & um dano tecidual. (BASIC-KES et al,
2009)

Ja a dor crbnica é descrita como dor continua ou recorrente, de duracao
minima de trés meses, e muitas vezes de etiologia incerta. Esta nao
desaparece com o emprego dos procedimentos terapéuticos convencionais e é
causa de incapacidades e inabilidades prolongadas. Para fins de pesquisa, a
IASP descreve a dor crénica como aquela com duracdo maior que seis meses,
de caréter continuo ou recorrente (trés episodios em trés meses). Devido a sua
longa duracéo, a dor crénica perde a fungdo de manter a homeostase e de ser
sinal de alerta, promovendo comprometimento funcional, sofrimento,

incapacidade progressiva e alto custo socioeconémico.

1.4.2 Classificacao fisioldgica

A dor pode ser classificada por critérios fisioldgicos em: nociceptiva,

inflamatoria e neuropatica.

Dor nociceptiva
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A dor nociceptiva esta relacionada com a sobrevivéncia do individuo,
alertando para o perigo, injuria e dano tecidual, sendo uma resposta fisiologica
ao funcionamento normal do sistema nervoso central e periférico. Esta é
iniciada pela ativacdo dos nociceptores, que sao teminagcdes nervosas livres,
presentes principalmente na pele, e podem ser ativados por estimulos

mecanicos, térmicos e quimicos.(Figura 1)

Mechapiical
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Figura 1. Dor nociceptiva - Os nociceptores respondem a estimulos prejudiciais aos
tecidos, como o aquecimento da pele, frio, estimulos mecénicos e quimicos. As células do
sistema imune parecem ter pouco, ou nenhum, efeito neste processo. (MARCHAND,
PERRETTI e MCMAHON, 2005)

7

Com a ativagdo dos nociceptores é gerado um sinal elétrico que é
conduzido pelo neurdnio aferente primario, através das fibras A-delta e C, até o
corno dorsal da medula espinhal, sendo realizado a primeira sinapse com um
neurénio de segunda ordem, que segue em direcdo ao tronco cerebral, tAlamo
e posteriormente ao cortex cerebral, (Figura 2) onde o sinal € decodificado e
interpretado. (BASIC-KES et al, 2009)
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Figura 2. Sinalizagdo via de transmissdo da dor. Em destaque, a medula espinhal
evidenciando o local de sinapse do neurdnio aferente primario com o neur6nio de segunda
ordem. ( MILLIGAN e WATKINS, 2009)

Dor inflamatoria

A inflamacédo (ou processo inflamatério) é decorrente de uma reacéo do
organismo frente a uma infec¢éo ou lesdo de um tecido. A capacidade de gerar
uma resposta inflamatéria € essencial a manutencdo da vida, porém em
algumas situagbes, a inflamacdo pode ser exagerada e sustentada sem
beneficio. A resposta inflamatéria é caracterizada por uma vasodilatacéo local
transitéria, aumento da permeabilidade capilar, infiltracdo de leucdcitos e
células fagociticas, degeneracao tecidual e fibrose.

Ap6s a injaria de um tecido, diversos mediadores quimicos séo liberados
de células inflamatorias tais como: citocinas, fatores de crescimento, cininas,
purinas, aminas, prostanoéides e ions, incluindo prétons (BODDEKE, 2001). A
inflamacé&o envolve a ativacdo da resposta imune inata, incluindo os receptores
do tipo Toll-Like, que reconhecem e se ligam a patégenos ou moléculas

liberadas das células danificadas. Os receptores Toll-Like sdo moléculas de
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superficie, presentes nas células de defesa do hospedeiro, responsaveis pelo
reconhecimento de patégenos e moléculas e na geragao de sinais, que levam a
producdo de citocinas proinflamatérias essenciais para a ativacdo das
respostas imunes inatas. Células residentes do sistema imune, macrofagos e
mastocitos também sdo ativados e liberam citocinas pré-inflamatorias,
qguimiocinas, vasodilatadores (incluindo aminas vasoativas e bradicinina).
Neutrofilos, mondcitos e linfocitos T, recrutados, acumulam-se no local da leséo
e contribuem para a sensibilizacdo nociceptiva periférica através da liberacao
de mediados inflamatérios (REN e DUBNER, 2010)

Alguns dos mediadores inflamatorios ativam diretamente o0s
nociceptores, estimulando a dor (Figura 3). Outros mediadores agem em
conjunto para gerar a sensibilizacdo do sistema nervoso somatosensorial, que
é caracteristico da dor inflamatodria, estimulando facilmente as vias da dor até
que o tecido injuriado se regenere (SCHOLZ e WOOLF, 2002). Alguns dos
principais componentes envolvidos na resposta inflamatoria sdo: bradicinina,
H*, neurotransmissores como serotonina e ATP, citocinas e prostaglandinas.

O processo inflamatério agudo normalmente tem seu término apos o
reparo do tecido lesionado e substituicdo por tecido conjuntivo, finalizando
desta forma todos os eventos inerentes a reacdo inflamatéria. (GILROY
LAWRENCE e PERRETTI, 2004). No entanto, a infiltracdo de células
mononucleares, entre elas macréfagos, linfécitos e plasmaocitos, além da
presenca de processo inflamatorio ativo, tentativas de reparo e formacgédo de
fibrose tecidual resultam na progressdao do quadro agudo para crbnico
(GILROY LAWRENCE e PERRETTI, 2004). Neste caso a inflamacéo deixa de
desempenhar sua tarefa de protecdo fisiolégica tornando-se um processo
patolégico o qual torna susceptivel a instalacdo de um quadro de dor
inflamatéria crénica, contribuindo para o estabelecimento da dor neuropatica
(MENDELL e SAHENK, 2003).
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Figura 3. Ativacdo resposta imune e sensibilizacdo do nociceptor apds a injdria. A
Lesdo inicia a liberacdo de mediadores que ativam TLRs em queratindcitos e mastocitos (MC)
proximos a terminacdo nervosa. Vasodilatadores também séo liberados, promovendo a adeséo
e migracdo das células imunolégicas, incluindo as células T (T), neutréfilos (N) e monécitos
(MN) e recrutamento de macrofagos (MO). Estas células, uma vez ativadas, liberam uma
bateria de mediadores inflamatérios que atuam sobre os receptores nos terminais nervosos,
levando a sensibilizagdo periférica do nociceptor. Termina¢bes nervosas podem secretar
substancia P (SP) e CGRP através da ativagdo antidrdbmica dos ramos terminais do nervo
vizinho. A substéncia P e CGRP promovem vasodilatacdo e extravasamento de células
imunitérias, contribuindo para a manutencéo da inflamacéo. Por acdo de uma endopeptidase
(NEP) a neuroinflamacao pode ser contida, por degradacéo da substancia P e de CGRP. (REN
e DUBNER, 2010)

Dor neuropatica

A dor neuropética € definida como dor causada por leséo ou disfuncéo
do sistema nervoso, como resultado da ativacdo da via nociceptiva (fibras de
pequeno calibre e trato espinotalamico) (LIAO et al, 2005)

A dor neuropatica pode ser classificada quanto a localizacdo da geracéo
da dor, em periférica e central, e pode ser gerada por diferentes causas
(Tabela 1) como a amputacdo de membros (periférica) e lesdo medular
(central) (WOOLF e MANNION, 1999).
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Tabela 1. Causas de dor neuropéatica periférica e central.

CAUSAS DE DOR NEUROPATICA

Periférica Lesbes neurais de origem traumatica, isquémica,
compressiva, hereditaria, = metabdlica,  toxica,
inflamatoéria, infecciosa,paraneoplésica, carencial,

amiloidética, e vasculitica

Leséo de plexo

Compressao de raizes

Amputacdo (membro-fantasma)

Quimioterapia (vincristina, cisplatina e taxol)

Central Infarto

Esclerose multipla

Lesao medular

Siringomielia/siringobulbia

Os pacientes com dor neuropatica apresentam diferencas na qualidade
e no padrdo de alteracdo da sensibilidade dolorosa (Tabela 2), podendo
apresentar na maioria dos casos estado de alodinia (dor devido a um estimulo
gue normalmente néo provoca dor) e hiperalgesia (resposta aumentada a um
estimulo doloroso) que ocorre devido a uma reorganizacdo da transmissao
sensorial dentro do sistema nervoso apds lesdo do nervo. Tais mudancas
incluem alteragcdes na expressao de neurotransmissores, neuromoduladores,
receptores, canais de ions e proteinas estruturais (PAN et al, 2008), e
apresentam queixas multiplas e complexas, que se dividem em dores
espontaneas (aquelas que aparecem sem nenhum estimulo detectavel) e dores
evocadas (respostas anormais ao estimulo), (SCHESTATSKY, 2008) estando

relacionados a sintomas lancinantes, pruriginosos, queimagéo e dorméncia.
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Tabela 2. Alteracdes da sensibilidade dolorosa na dor neuropatica

ALTERACOES DA SENSIBILIDADE DOLOROSA

Alodinia Dor devida a um estimulo que normalmente né&o
provoca dor

Disestesia Alteracdo da sensibilidade, desagradavel, espontanea
ou evocada

Hiperalgesia Resposta aumentada a um estimulo normalmente
doloroso

Neuralgia Dor associada a lesédo de nervo

Parestesia Sensacéo anormal, espontanea ou evocada

1.5Mecanismos da Dor Neuropatica

O mecanismo subjacente a dor neuropética € complexo e envolve lesdes
do sistema somatossensorial perifericamente (diminuicdo do limiar de ativacao
dos nociceptores) e no sistema nervoso central (aumento da responsividade
dos neuronios). (HADDAD, 2007).

Mecanismos periféricos

Os mecanismos periféricos da dor neuropatica podem ocorrer por
descargas ectdpicas (neuroma e brotamento colateral), acoplamento simpatico-
sensitivo e sensibilizag&o periférica.

Inicialmente, a lesdo de nervos periféricos induz descargas rapidas e
intensas de potenciais de acdo. Apds o trauma, as extremidades do nervo
lesado aderem-se na tentativa de regeneracdo, formando uma estrutura de

crescimento irregular, denominado neuroma.
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Figura 4. AlteragcBes inflamatérias - (a) as células de Schwann e macréfagos
produzem metaloproteases que interrompem a barreira sangue — nervo.(b) Minutos apos a
injuria, a neuregulina, um fator de crescimento constitutivamente expresso na membrana
axonal , liga-se a um receptor heteromérico nas células de Schwann, levando a processos de
desmielinizacdo e proliferacdo das células de Schwann. Em contra partida, as estas células
liberam fatores neurotréficos, GDNF, prostaglandinas e citocinas, que sensibilizam os
nociceptores e modulam a expressao génica. (SCHOLZ e WOOLF, 2007).

No sistema nervoso periférico, apds uma injlaria, ocorre a resposta
inflamatoria, resultando na ativacdo e migracdo de macréfagos e células de
Schwann para o nervo e ganglio da raiz dorsal. O recrutamento e ativacao
destes macréfagos fazem com que as metaloproteases sejam ativadas
interrompendo a barreira sanguinea, o que facilita o recrutamento de células
para o local da leséo (Figura 4a). Na sequéncia, mediadores vasoativos como o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (calcitonin gene-related peptide -
CGRP), substancia P, bradicininas e Oxido nitrico sédo liberados no local da

lesdo favorecendo a hiperemia e edema. Os mondcitos sdo atraidos para o
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local da lesdo pelas quimiocinas. Os macrofagos e mastocitos liberam
prostaglandinas e citocinas IL -1p3, IL-6, IL-18, TNF (fator de necrose tumoral),
induzindo a ativacao das fibras nociceptivas (SCHOLZ e WOOLF, 2007).

Em consequéncia a estimulos persistentes e ao quadro inflamatério,
pode acorrer a ativacdo de células da glia, a micréglia, que apresenta um
elevado poder fagocitario, e atuam na defesa do sistema nervoso; e astrocitos
que possuem funcdo de preenchimento e regulagédo dos neurotransmissores.
(ELLIS e BENNETT, 2013)

Neuropatia Central

Os mecanismos centrais da dor neuropatica estdo presentes quando
estimulos inécuos tateis sdo capazes de ativar na medula espinhal sinais
dolorosos a partir de neurdnios de baixo limiar como as fibras Ad e AB, levando
a alodinia e hiperalgesia secundéaria na area adjacente ao local da inervacao
lesionada (Figura 5).

A sensibilizacdo central pode se desenvolver como consequéncia da
atividade ectdpica em fibras nociceptivas aferentes primarias. Descargas
continuas em neurbnios periféricos liberam aminoacidos excitatérios e
neuropeptideos no interior do corno dorsal da medula espinhal o que leva a
mudancas poés-sinapticas nos neurbnios de segunda ordem, tal como a
fosforilacdo dos receptores NMDA e AMPA, ou expressdo de canais de sédio
voltagem-dependentes. Essas mudancgas induzem hiperexcitabilidade neuronal,
0 que permite baixo limiar de disparo das fibras nervosas (BARON, BINDE e
WASNER, 2010).

Em casos em que o estimulo nocivo persiste como durante a inflamacao
ou lesé@o nervosa cronica, a sensibilizacdo sustentada leva a mudangas nos
neurénios do corno dorsal que alteram a funcdo destes neurénios por periodos
prolongados. Os astrécitos respondem a esta atividade sindptica em curso
através da mobilizac&o intracelular de Ca?*, levando & liberacdo de glutamato
(Glu), de ATP, que liga-se a receptor P2X4, de fator de necrose tumoral a
(TNF- a), interleucinas, 6xido nitrico (NO) e prostaglandina E2 (PGE2). A
microglia ativada também é fonte de todos esses fatores pré-inflamatdrios,

contribuindo para a manutencéo do estado de dor neuropatica (Figura 5).
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Figura 5. Mediadores proé-inflamatérios e anti-inflamatorios na modulagdo da dor
neuropatica. (Adaptado de MILLIGAN e WATKINS, 2009)

Porém, a glia também pode atuar como neuroprotetor, liberando
citocinas anti-inflamatérias, tais como IL-10 e IL—4, e expressam receptores
canabindides (CB1 e CB2) que desempenham func¢des anti-inflamatérias e
para inibir a toxicidade da microglia. Ha ainda transportadores de glutamato
presentes em astrocitos, que regulam a concentracdo desse neurotransmissor
no local. Além disso, astrocitos ativados removem restos de tecidos e
neurdnios, mostrando, portanto, outro efeito neuroprotetor.
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Os mecanismos que levam ao estado de dor neuropatica estdo sujeitos
a modulacdo por neuromediadores como a bradicinina, ATP, adenosina,
serotonina, eicosanoides, citocinas e neurotrofinas.

A bradicinina age em receptores B1 e B2, sensibilizando nociceptores
periféricos, potencializa a transmisséo por glutamato na medula espinhal, induz
a liberacdo de citocinas por macrofagos, fatores quimiotaticos por neutrofilos e
mondcitos e histamina por mastocitos Ha evidéncias de que a ativagdo de
receptores purinérgicos esteja relacionada com estado de alodinia e
hiperalgesia, além disso, em casos de lesdo de nervo periférico, ha aumento da
expressao de receptor P2X3 e P2X4 em microglia. Na periferia, a serotonina é
liberada pelas plaguetas e induz hiperalgesia por acdo direta no receptor
5HT,a. Ja 0s eicosanodides podem agir em receptor acoplado a proteina G,
induzindo a hiperalgesia, por ativar nociceptores periféricos e centrais. (GRACE
et al, 2014)

As citocinas sdo pequenas estruturas que auxiliam na interagdo entre
células, e facilitam o estabelecimento da dor neuropatica por mediar uma série
de eventos intracelulares, ativando fatores transcricionais e induzindo a
expressdo de COX-2. As neurotrofinas sdo proteinas diméricas sintetizadas e
liberadas por células imunes (mastdcitos e linfdcitos), incluindo o fator de
crescimento nervoso (NGF), fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e
fator neurotrofico derivado da glia (GDNF) que se ligam a receptores de tirosina
cinase. A lesdo do nervo induz mudancgas na expressao de receptores e fatores
de crescimento, o que leva a altera¢des de canais ibnicos, responsaveis pela
transducdo de estimulos nociceptivos (Figura 5b). (BEGGS, TRANG e
SALTER, 2012)

1.6 Tratamento da dor

Terapia farmacologica

As técnicas farmacoldgicas mais conservadoras para o tratamento da

dor envolvem, fundamentalmente, a utilizacdo de farmacos analgésicos e

adjuvantes. Os analgésicos podem ser opidides (morfina, por exemplo, e
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codeina) e ndo opidides (os anti-inflamatdrios nao esterdides e o0s antipiréticos,
como o paracetamol).

Fisiolégicamente, os peptideos opidides enddgenos promovem analgesia, e
sdo descritas 3 familias, as encefalinas, originarias da pro-encefalinas; as
endorfinas, originarias da pré-opiomelanocortina, e a dinorfina, originaria da
pro-dinorfina.

Os receptores opidides sao divididos em trés classes: J, O, K, podendo
ser subidividido em p-1, p-2, 8-1, 6-2, K-1a, k-2, k-3 e k-4. Os receptores estdo
localizados em todo SNC e sistema nervoso periférico (SNP), porém a
concentragdo € maior em algumas areas associadas com a transmisséo da
dor: substancia cinzenta periaquedutal, nicleo magno da rafe e talamo medial.
Os receptores sdo encontrados nas terminacdes nervosas aferentes pré-
sinapticas, e também no neurdnio pos-sinaptico medular. Na medula espinal, a
concentragdo de receptores é maior na substancia gelatinosa (lamina Il de
Rexed).

Os opiodides reduzem a entrada do ion calcio, causando diminuicdo da
liberacdo pré-sinaptica de neurotransmissor (substancia P), aumentam o efluxo
de potéssio causando hiperpolarizacdo dos neurdnios pés-sinapticos e, com
isso, diminuem a transmissao sinaptica. Os agonistas dos receptores opibides
constituem a principal classe de farmacos utilizada no controle agudo da dor
moderada a intensa. A morfina, o agonista do receptor p opidide continua
sendo amplamente utilizada; entretanto opibides sintéticos e semi-sintéticos
contribuem para a versatilidade farmacocinética.

Outra classe utilizada sdo os analgésicos ndo-opiodides anti-inflamatorios
nao-esteroides (AINE), que atuam inibindo a atividade das enzimas
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), que sdo necessarias para a producao de
prostandides. Os AINEs afetam as vias da dor através de pelo menos trés
mecanismos distintos:

1. Reducdo da sintese de prostandides e, portanto, reduzem a
hiperalgesia inflamataria.

2. Diminuem o recrutamento dos leucdcitos (consequentemente
diminuem a producao de mediadores inflamatorios)

3. Impedem a geracdo de prostaglandinas que atuam como

neuromoduladores produtores de dor no corno dorsal da medula espinal.
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Farmacos adjuvantes

Os farmacos adjuvantes, de enorme importancia no controle da dor
cronica, sao medicamentos que, ndo sendo verdadeiros analgésicos,
contribuem para o alivio da dor por mecanismos distintos.

Dentre os tratamentos farmacolégicos disponiveis para o tratamento da
dor neuropatica estdo incluidos os antidepressivos, 0s anticonvulsionantes, 0s
anestésicos locais e os antiarritmicos (GALER, 1995; ATTAL, 2000; SAH et al,
2003; GUSTAFSSON et al, 2003).

Os farmacos originalmente desenvolvidos para o tratamento da
depressao sdo amplamente utilizados como tratamento adjuvante no manejo
da dor, sobretudo para o tratamento de condi¢cdes de dor crénica. Acredita-se
gue os antidepressivos triciclicos produzem analgesia através do blogueio dos
canais de sddio e do aumento da atividade das projecdes noradrenérgicas e
serotoninérgicas antinociceptivas que descem do cérebro para a medula
espinal.

Os farmacos anticonvulsivantes e antiarritmicos s&o utilizados em
algumas condi¢des de dor crénica, através do controle da excitabilidade celular
excessiva. Os anticonvulsivantes com maior valor clinico no controle da dor
cronica sdo gabapentina, pregabalina, lamotrigina e carbamazepina.

Porém, além do alivio limitado da dor neuropética, obtido com estes
farmacos, o tratamento se torna ainda mais dificil em funcdo dos efeitos
colaterais ndo tolerados pelo paciente (RODRIGUES FILHO, 2003). Ha,
portanto, a necessidade de se investigar novas substancias capazes de
atuarem no tratamento da dor neuropatica.

Existem também métodos farmacoldgicos invasivos, que envolvem a
utilizacdo de anestésicos locais e agentes neuroliticos para a execu¢ado de
bloqueios nervosos, com a intencdo de provocar interrupcdo da transmissao

dolorosa.
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1.7Planejamento de novos candidatos a farmaco

Atualmente, o tratamento da dor neuropatica € limitado pela modesta
eficacia e efeitos colaterais desfavoraveis, podendo estar associada a
desordens do SNC como depresséao e ansiedade.

A partir da necessidade clinica de novos farmacos mais eficazes para o
tratamento de distirbios do SNC e da dor, o Laboratério de Avaliacéo e Sintese
de Substancias Bioativas (LASSBIio) planejou uma série de substancias para
tratar essas enfermidades.

O zolpidem (tartarato de zolpidem ou bi-tartarato de zolpidem) é um
farmaco hipnético (indutor do sono), do grupo das imidazopiridinas, nédo-
benzodiazepinico. A partir deste composto o LASSBIo sintetizou uma série de
derivados, dentre eles o LASSBIi0-873, prot6tipo que apresentou importante
atividade sedativa e antinociceptiva (MENDES et al, 2009)

Com o objetivo de avaliar a contribuicdo farmacoférica do LASSBio-873
(Figura 6) para o efeito antinociceptivo foi realizada uma estratégia de
simplificacdo molecular sintetizando-se o p-nitro fenilmaleimida, designado
LASSBI0-1410, que foi testado para distirbios do SNC, atividade ansiolitica e
sedativa, analgésica e antinociceptiva.
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Figura 6. Estrutura quimica do derivado LASSBIi0-873 e LASSBIi0-1410.
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Inicialmente, a fenila ligada a R1 do anel pirazélico de LASSBio-873 foi
substituida por uma metila gerando o LASSBIi0-1450, em seguida, a metila em
R2 do anel pirazolico foi substituida por um hidrogénio resultando na génese de
LASSBIi0-1435. Com a retirada sucessiva dos anéis pirazélico e piridinico foram
gerados LASSBIi0-1451 e LASSBI0-1410, respectivamente, conforme Figura 7
(NASCIMENTO et al, 2010)
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Figura 7. Derivados pirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridinicos funcionalizados (Adaptado
de NASCIMENTO et al, 2010)

A avaliacdo comparativa da atividade sedativa apresentada pelos
derivados heterociclicos no protocolo da atividade motora possibilitou melhor
conhecimento sobre a estrutura-atividade destes compostos no SNC
(NASCIMENTO et al, 2010).

Devido a necessidade clinica de farmacos mais potentes e eficazes para
o tratamento da dor aguda e cronica, LASSBIio-1410 foi selecionado para

avaliacdo em modelo de dor aguda e cronica.
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2 Objetivos

O derivado p-nitro-fenilmaleimida (LASSBio-1410), através de técnicas
de simplificacdo molecular foi sintetizado pelo LASSBio com o objetivo de
desenvolver novo protétipo para o tratamento da dor e distirbios do sistema

nervoso central.
2.1 Objetivo geral

» Avaliacdo farmacologica do LASSBIi0-1410 visando o desenvolvimento
de novos farmacos para o tratamento de distlrbios do sistema nervoso

central, da dor aguda e cronica.
2.2 Objetivos especificos

» Avaliar a atuacdo do LASSBIio-1410 em modelos de antinocicepcéo
(teste da formalina) e a provavel via relacionada com o efeito;

» Avaliar o efeito analgésico central de LASSBIi0-1410, através do modelo
do placa quente;

» Avaliar o possivel efeito anti-inflamatério em protocolos de inflamacéo:
(1) edema de pata induzido pela carragenina e método Randall-Selitto;
(2) contor¢des abdominais induzido pelo &cido acético;

» Analisar a contribuicdo farmacolégica do derivado no tratamento da dor
neuropatica, em modelo de injdria constritiva crénica (ICC) e ligadura do
nervo espinhal (LNE).

» Investigar atividade ansiolitica utilizando o labirinto em cruz elevado
(Plus Maze), assim como o0s receptores envolvidos.

» Investigar provavel acdo sedativa e o possivel mecanismo de acao.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Avaliacédo da atividade antinociceptiva — Teste da formalina

A avaliacdo da atividade antinociceptiva foi realizada usando o protocolo
do teste da formalina, que € um modelo experimental para medir a resposta a
dor continua causada pelo dano tecidual gerado pela mesma. A resposta a
formalina € tipicamente bifasica. A primeira fase, neurogénica, comeca
imediatamente apds a injecdo da formalina (dura cerca de 5 min) e é
caracterizada por dor intensa. A segunda fase, inflamatoéria, ocorre 15 minutos
apos a injecdo e é de dor moderada (GRANADOS-SOTO e ARGUELLES,
2005).

Camundongos suicos machos pesando entre 20 - 25g foram colocados
em um recipiente transparente, e um espelho foi posicionado abaixo da caixa
para que fosse possivel observar as reacfes do animal. Apés o tempo de
aclimatacdo, o animal recebeu uma injecdo subcutanea de 20 ul de formalina
2,5% na regido plantar da pata direita e uma injecao intraperitoneal do veiculo
ou da substancia a ser testada. O comportamento do animal comegou a ser
observado imediatamente apés a administracdo cujo comportamento
nociceptivo foi quantificado pelo nimero de lambidas na pata nas duas fases
neurogénica e inflamatoria.

Neste protocolo, foram utilizadas as doses de 2, 3 e 4 mg/kg do derivado
LASSBIi0-1410. Para se avaliar o possivel mecanismo de acdo e vias
envolvidas com o efeito antinociceptivo promovido por LASSBIi0-1410, foram

utilizados os seguintes antagonistas:

e Atropina 2 mg/kg — antagonista muscarinico ndo seletivo.

e Naloxona 2 mg/kg — antagonista opioide ndo seletivo

e Flumazenil 20 mg/kg - antagonista dos receptores
benzodiazepinicos

¢ binaltorfimina 10 mg/kg — antagonista k opioide

e CTOP 1 mg/kg — antagonista y opioide
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e Naltrindol 1 mg/kg — antagonista & opidide

3.2 Avaliacéo da atividade analgésica central — Placa quente

O teste da placa quente teve como objetivo determinar a atividade
analgésica central do derivado. Este teste, proposto por WOOLFE e
MACDONALD (1944) consiste em expor 0s animais a uma placa quente (52 °C
+ 0,5 °C) (Harvard aparattus, LE7406, Estados Unidos, Figura 8) e observar
guanto tempo levam para manifestar uma resposta dolorosa (lamber, morder,
saltar ou levantar as patas). Camundongos “Swiss” machos foram divididos em
dois grupos (10 animais cada): 1. grupo | (controle) — tratados com veiculo
(DMSO i.p.); 2. grupo Il - tratados com LASSBIi0-1410 (4 mg/kg, i.p.). Os dados

foram expressos como porcentagem de atividade analgésica.

m W=
gon
/

Figura 8. Aparelho da placa quente para avaliar a analgesia central (Harvard aparattus,
LE7406)

3.3Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria — Edema de pata induzido pela

carragenina

Para avaliar o efeito anti-inflamatorio do derivado, foi utilizado o método de
inflamacé&o aguda descrito por WINTER (1962). Ratos Wistar machos pesando
entre 150-200 g foram aleatoriamente divididos em dois grupos de seis ratos
cada. Grupo | (controle) recebeu DMSO, que foi o veiculo utilizado, e o grupo Il
foi tratado com LASSBIi0-1410 (4 mg/kg). Apoés trinta minutos da administracao

intraperitoneal do DMSO ou derivado, os animais receberam 0,1 mL de uma
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suspensao de carragenina 1% peso/volume na regido subplantar da pata
traseira, levando a formacao do edema e de inflamacao localizada. O volume
da pata foi medido por pletismometro (Insight, EFF 304, Brasil, Figura 9) antes

e apos 1, 2, 3, 4, 5 e 24 horas horas da injecao de carragenina.

Figura 9. Pletismdmetro para avaliar o volume da pata do animal (Insight, EFF 304, Brasil).

3.4Avaliacdo da analgesia mecanica — Método Randall & Selitto

O teste comportamental de Randall & Selitto (1957) € um método para
avaliacdo da hipernocicepcéo. Ratos Wistar machos pesando entre 150-200 g
foram aleatoriamente divididos em dois grupos de seis ratos cada. Grupo |
(controle) recebeu DMSO, que foi o veiculo utilizado, e o grupo Il foi tratado
com LASSBIi0-1410 (4 mg/kg). ApOs trinta minutos da administracdo
intraperitoneal do DMSO ou derivado, os animais receberam 0,1 mL de uma
suspensao de carragenina 1% peso/volume na regido subplantar da pata
traseira, levando a formacéo do edema e de inflamacéo localizada. Para avaliar
a hiperalgesia mecénica, foi utilizado o equipamento analgesimetro (Ugo-
Basile, 37215, Varese, Italy, Figura 10), que gera aumento linear da forca (em
gramas) sobre a superficie dorsal da pata do animal, até que o mesmo produza
uma resposta de retirada da pata. O reflexo de retirada da pata € considerado
representativo do limiar hipernociceptivo, ou seja, a for¢ca necessaria aplicada a
pata para que induza uma resposta aversiva a um estimulo nocivo (limiar
retirada da pata - LRP). A forca necessaria para que esse animal exiba tal
resposta é registrada em gramas. O LRP ¢é avaliado antes e apds a
administracdo dos estimulos hiperalgésicos ou inflamatorios, que variam de
acordo com o experimento, sendo o0s resultados expressos em LRP e

porcentagem da reversao da hiperalgesia.
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Figura 10. Analgesimetro utilizado na investigacdo da hiperalgesia mecéanica (Ugo-
Basile,37215, Varese, Italy)

3.5 Avaliacdo da atividade antinociceptiva - contor¢cdes abdominais

O modelo de contor¢fes abdominais induzido pelo acido acético é utilizado
para avaliar a nocicepcao inflamatoria visceral (KOSTER et al.,, 1959;
VINEGAR et al.,1979; TIGLSEN et al, 1997). Para este teste, camundongos
“Swiss” machos, (18 — 25 g) receberam injecao intraperitoneal de acido acético
0,6% em solucdo salina (NaCl 0,9%) para inducdo da dor inflamatéria. As
contor¢cdes abdominais consistem na contracdo da musculatura abdominal
juntamente com a extensdo de uma pata posterior. Neste método, foram
utilizados os seguintes grupos (10 animais cada): 1. controle (DMSO), 2.
LASSBIio-1410 (2, 3 e 4 mg/kg), 3. pré-tratamento com o0s antagonistas
associado a LASSBIi0-1410 (4 mg/kg):

e Atropina 2 mg/kg — antagonista muscarinico nao seletivo.

e Naloxona 2 mg/kg — antagonista opidide ndo seletivo

e Flumazenil 20 mg/kg - antagonista dos receptores
benzodiazepinicos

e Binaltorfimina 10 mg/kg — antagonista k opioide

e CTOP 1 mg/kg — antagonista u opioide

e Naltrindol 1 mg/kg — antagonista & opidide

Apo6s 10 minutos da administragéo do acido acético, foi contabilizado o

namero de contor¢des abdominais totais em um periodo de 20 minutos.



41

3.6 Modelo Animal de Dor Neuropatica

3.6.1. Modelo por Injaria Constritiva Crénica (ICC)

A dor neuropatica foi induzida em ratos utilizando-se o modelo de injaria
constrictiva cronica (ICC), como descrito previamente por Bennet e Xie (1988).
Ratos Wistar machos (220 — 260 g) foram anestesiados com a combinacao de
100 mg/kg de ketamina e 5 mg/kg de xilazina por via i.p. O nervo ciatico
esquerdo foi exposto através da disseccdo do biceps femural, proximo a
trifurcacdo do nervo ciatico. Foram feitas quatro ligaduras nao isquemiantes no
nervo ciatico, com espaco de 1 mm entre uma e outra, utilizando-se fio de seda
3.0. Ap6s o procedimento, foi realizada a sutura da pele e aplicado um
antiséptico tépico. Nos animais falso-operados, o nervo foi exposto sem
proceder a ligadura. Foram utilizados 6 animais por grupo experimental.

3.6.2. Modelo por Ligadura de Nervo Espinhal (LNE)

Um segundo método utilizado foi 0 modelo de ligadura de nervo espinhal
(LNE) descrito por Kim e Chung (1992). Para este modelo foram utilizados
ratos Wistar machos (180 - 220 g) que foram anestesiados com 100 mg/kg de
ketamina e 5 mg/kg de xilazina i.p. Os animais (n= 6) foram posicionados em
decubito dorsal e seus musculos paraespinhas cuidadosamente separados na
regido das vétebras L5 a S1. O processo transverso de L6 foi retirado para a
visualizacdo dos nervos espinhais L4 e L5, os quais foram cuidadosamente
separados para que fosse feita a ligadura firme de L5 com fio de seda 6.0,
interrompendo assim todo o fluxo do nervo. Apés o procedimento, os masculos
paraespinhais e a pele foram suturados. Um antiséptico foi entdo aplicado
topicamente, seguido da administracdo intramuscular de 60 mg de
oxitetraciclina. Nos animais falso-operados (n= 6) foi realizado 0 mesmo
procedimento, no entanto, sem a ligadura do nervo L5.

Em ambos os modelos, os animais que ap0s a cirurgia, apresentavam a

pata operada virada pra trds, auséncia de movimento, ou qualquer outra
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caracteristica que impossibilitasse a avaliacdo dos mesmos, foram descartados

e sacrificados imediatamente.

3.7 Avaliacdo da Dor Neuropatica apés Tratamento com LASSBio0-1410

3.7.1 Alodinia Mecéanica

Para avaliar modificacbes na sensacdo e no desenvolvimento da
alodinia mecanica, foi utilizado o aparelho analgesimetro digital (EFF-301,
Insight equipamentos), versédo digitalizada dos filamentos de Von Frey. Este
teste tem como objetivo avaliar mudancas na sensibilidade tatil em resposta a
um estimulo mecanico resultantes de um dano neural. Este aparelho possui um
braco transdutor de forca ligado a um pino sensor, através do qual é realizada
uma forca de intensidade crescente contra a superficie da pata traseira do
animal para que seja determinado o limiar de retirada da pata. O analgesimetro
digital registra automaticamente o limiar de retirada (g) na qual o animal
responde ao estimulo.

Os animais foram colocados em caixas acrilicas individuais para
aclimatizacdo por 20-30 minutos antes do inicio do teste. ApGs este periodo,
foram determinados os limiares de retirada das duas patas traseiras. Foram
feitas 5 medidas controle para cada pata e a média de cada uma foi definida
como a forca maxima controle. Os limiares ap6s a administracdo das
substancias foram determinados conforme o0s protocolos experimentais

descritos abaixo.

3.7.2 Hiperalgesia Térmica

A hiperalgesia térmica foi avaliada através do teste de retirada da pata,
gue consistiu no posicionamento de uma fonte de calor radiante na superficie
das patas traseiras do animal para a avaliagdo da laténcia de retirada da pata.

O estimulo por calor radiante é vantajoso em relacéo a outros modelos
de estimulo térmico porque ndo ha estimulacao tatil direta (LE BARS ET al,
2001). Para realizacdo deste experimento foi usado o aparelho Plantar
Analgesia Meter (IITC -336- Life Science Inc-USA).
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Os animais foram acondicionados em caixas de acrilico transparentes
por 40 minutos para aclimatacdo. Apos este periodo, o calor radiante foi
aplicado na parte plantar das patas traseiras do animal até o mesmo realizasse
movimento de retirada da pata. O tempo medido entre o inicio do estimulo e a
retirada da pata foi considerado a laténcia para retirada da pata. Foram feitas 3
medidas para cada pata e a média de cada pata foi definida como a laténcia
controle. As laténcias ap0s a administragcdo das substancias foram medidas
conforme os protocolos experimentais descritos abaixo. O tempo maximo que o
animal foi exposto a fonte de calor foi definido como 3 vezes o tempo controle a
fim de evitar danos teciduais. Durante todo o experimento a temperatura da
sala foi mantida em aproximadamente 24 °C.

3.7.3. Protocolos Experimentais

Todas as medidas controle foram realizadas antes dos procedimentos
cirdrgicos.

O tratamento com LASSBIi0-1410 foi realizado de 2 formas: 1. antes do
desenvolvimento do quadro de dor neuropatica (protocolo preventivo); 2. apds
o estabelecimento da doenca (protocolo terapéutico). No primeiro protocolo, o
tratamento com LASSBIi0-1410 (4 mg/kg i.p) foi iniciado 4 horas ap0s a cirurgia,
com duracdo de 7 dias. A alodinia mecéanica e a hiperalgesia térmica foram
avaliadas no terceiro e no sétimo dia apés a cirurgia. No segundo protocolo, o
tratamento com LASSBI0-1410 (10 mg/kg p.o), por gavagem ,foi iniciado 7 dias

apos a cirurgia e a avaliacao realizada ap6s 3 e 7 dias do inicio do tratamento.

3.8Avaliacéo da atividade ansiolitica — teste do Plus Maze

A observacdo de ansiedade em animais é comumente baseada na
exposi¢cdo dos mesmos a um ambiente ndo familiar e aversivo, uma vez que o
comportamento que reflete a ansiedade € a alteracdo da resposta motora
(fuga, congelamento e evasao) (SAVIC e OBRADOVIC, 2004). Para este
modelo experimental foram utilizados camundongos “Swiss” machos (18 - 25 g)
divididos nos seguintes grupos experimentais (10 animais cada): 1. grupo |

(controle) -i administrado DMSO; 2. grupo Il (controle positivo) - administrado
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midazolam 2mg/kg; 3. grupo Il e IV - tratados com LASSBIio-1410 nas doses
de 2 e 3 mg/kg, respectivamente; 4. grupo V - pré-tratamento com a naloxona
(2 mg/kg) seguido de LASSBIi0-1410 (3 mg/kg). Os animais foram posicionados
no centro de um labirinto em forma de cruz (Harvard aparattus,
Massachusetts, Estados Unidos) que contém dois bracos abertos e dois
bragos fechados ambos com abertura superior, e elevado a uma altura de 50

cm da superficie (Figura 11).

Figura 11. Labirinto em forma de cruz elevado para avaliar a atividade ansiolitica.

Os animais foram observados durante 5 minutos, sendo quantificado o
tempo gasto em ambos os bragos abertos ou fechados, além do niamero de
entradas em cada braco (uma entrada é definida quando as quatro patas do
animal atravessam o braco). O tempo gasto em cada braco é quantificado em
porcentagem sobre o tempo total de atividade nos bracos e o numero total de
entradas em cada brago quantificado em porcentagem sobre o numero total de
entradas. O aumento do numero de entradas e do tempo gasto nos bragos

abertos é um indicativo da diminuicdo do estado de ansiedade.



45

3.9 Avaliagédo da atividade sedativa em ratos Wistar - Campo aberto

Para avaliar um possivel efeito sedativo em ratos Wistar, foi utilizado o
protocolo do campo aberto, em que foram utilizados ratos Wistar machos
pesando entre 180 - 220 g, distribuidos em grupos experimentais de 6 animais
cada para a avaliagdo da substancia testada e do veiculo (DMSO). A atividade
motora foi determinada em uma camara aberta (LE 8811, Letica) medindo 45 x
45 cm que emite raios infravermelhos a cada 2,5 cm (Figura 12). O numero de
interrupgdes dos feixes devido ao movimento do animal foi contabilizado em
um periodo de 40 minutos, apos a injecdo intraperitoneal do veiculo DMSO
(grupo controle) e do LASSBIi0-1410 4 mg/kg (i.p) ou 10 mg/kg (p.o)
solubilizado em DMSO. Os resultados foram expressos em movimentos por
minuto (mov/min), calculados pela soma do numero total de movimentos nos

40 minutos de teste dividido pelo tempo total de observacéo.

3.10 Avaliacédo da atividade sedativa em camundongos - Campo aberto

A medida da atividade motora pode ser utilizada para avaliar o efeito
sedativo de uma substancia. Neste protocolo, foram utilizados camundongos
suicos machos pesando entre 20 e 25 g, distribuidos em grupos experimentais
de 10 animais cada para a avaliacdo da substancia testada e do veiculo
(DMSO). A atividade motora foi determinada da mesma forma como descrito

para as avaliacbes com os ratos.

Figura 12. Aparelho (LE8811, Letica) utilizado para medida da atividade motora
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Neste protocolo, foram utilizadas as doses de 2, 3 e 4 mg/kg do derivado
LASSBIi0-1410. Para se avaliar o possivel mecanismo de acdo e vias
envolvidas com o efeito sedativo promovido por LASSBIi0-1410, foram

utilizados os seguintes antagonistas:

e Atropina 2 mg/kg — antagonista muscarinico nao seletivo.

e Naloxona 2 mg/kg — antagonista opidide nao seletivo

e Flumazenil 20 mg/kg - antagonista dos receptores
benzodiazepinicos

e binaltorfimina 10 mg/kg — antagonista k opidide

e CTOP 1 mg/kg — antagonista u opioide

e Naltrindol 1 mg/kg — antagonista 6 opioide

3.11 Avaliacao da coordenacdo motora — Rota-rod

O teste do rota-rod foi proposto por DUNHAM e MIYA, em 1957, como um
importante método para avaliar o efeito de agentes farmacoldgicos tais como,
relaxantes musculares e ansioliticos na coordenacdo motora.

Vinte e quatro horas antes do teste, os camundongos foram pré-
selecionados, no qual foram considerados aptos ao teste os animais que

permaneceram na barra giratoria durante 3 minutos em 3 tentativas (Figura 13).

Figura 13. Aparelho com a barra giratéria (Rota Rod) utilizado no teste de coordenacao
motora. (Insight, EFF 411).
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Os camundongos foram divididos em 3 grupos experimentais: 1. grupo |
(controle) - foi administrado DMSO i.p.; 2. grupo Il (controle positivo) - recebeu
administracao de diazepam 10 mg/kg i.p; 3. grupo Il - foi tratado com LASSBio-
1410, 4 mg/kg i.p. Os animais foram posicionados na barra giratéria (Insight,
EFF 411, Brasil), sendo contabilizado o tempo total de permanéncia 15, 30, 60

e 120 minutos apds a administracdo de LASSBIi0-1410.

3.12 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + EPM. Para comparacao
entre 0s grupos experimentais foi utilizada a analise de variancia Two-Way
seguida pelo teste de Bonferroni. Para a compara¢ao entre o grupo tratado e o
controle foi usado analise de variancia One-Way seguida pelo teste Dunnett ou
teste t-student ndo pareado

Os graficos foram plotados utilizando o programa SigmaPlot 8.0 e as
analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism 5,
sendo consideradas diferencas significativas quando o valor de P foi inferior a
0,05 (P< 0,05).
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Resultados
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4 Resultados

4.1 LASSBIi0-1410 e efeito antinociceptivo

Para avaliar a atividade antinociceptiva em um modelo de dor
inflamatoria, gerado pela formalina, LASSBIi0-1410 foi injetado i.p. 15 minutos
antes da injecao intraplantar da formalina, e a reatividade dos animais em
lamber, cocar e morder a pata foi avaliada durante as duas fases de acédo da
substancia.

O derivado LASSBI0-1410 apresentou atividade antinociceptiva de forma

dose dependente avaliada através do teste da formalina (Figura 14).

4.1.1 Efeito de LASSBi0-1410 na fase neurogénica

A reatividade dos animais apds injecdo de formalina foi de 51,5 +5,5 s
no grupo do DMSO (veiculo), utilizado como controle, na fase neurogénica. O
acido acetil salicilico (150 mg/kg), um anti-inflamatoério ndo esteroide, utilizado
como controle positivo, ndo interferiu com o tempo de reatividade dos animais
mantendo-se semelhante ao controle em 53,8 + 6,4 s. O LASSBio-1410 nas
menores doses testadas de 2 mg/kg e 3 mg/kg ndo apresentaram efeito na
fase neurogénica significativo com tempo de reatividade de 49,0 + 3,5 s e 38,4
+5,5 s, respectivamente. Entretanto, LASSBIio-1410 (4 mg/kg) reduziu

significativamente a reatividade para 30,8 + 3,4 s (p<0,05, Figura 14).

4.1.2 Efeito do LASSBi0-1410 na fase inflamatoéria

Na fase inflamatoria, a reatividade dos animais tratados com DMSO foi
de 197,5 + 14,5 s enquanto que, ap0s administracdo do acido acetil salicilico foi
reduzida para 71,2 +7,3 s (p<0,05) confirmando seu efeito antinociceptivo na
fase inflamatoria. O derivado LASSBIio-1410 nas doses de 2, 3 e 4 mg/kg
apresentou efeito na fase inflamatéria com reatividade reduzida para 123,7 +
16,3; 24,5 +10,6 (p<0,05) e 15,8 +7,5 s, (p<0,05) respectivamente (Figura
14).
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Figura 14. Reatividade a formalina apés tratamento com LASSBIio-1410 em
camundongos. * P<0,05 comparado ao controle DMSO (veiculo). As substancias foram
administradas i.p, n=10.

4.1.3 Identificacdo dos provaveis mecanismos envolvidos no efeito
antinociceptivo do LASSBi0-1410

Para se investigar se o efeito do derivado estaria envolvido com a via
muscarinica, foi realizado o pré-tratamento com o antagonista atropina (2
mg/kg) (Figura 15). No entanto, a atropina ndo reverteu o efeito do derivado
tanto na fase neurogénica quanto na fase inflamatoria com reatividade de 22,8
+1,9se2,9+1,2s, respectivamente.

Com o objetivo de se avaliar o possivel envolvimento da via opidide na
acdo antinociceptiva do derivado, foi realizado o pré-tratamento com a
naloxona (2 mg/kg) (Figura 15). A naloxona reverteu totalmente o efeito do
LASSBIo-1410 (4 mg/kg) na fase neurogénica, aumentando a reatividade para
55,2 + 4,4 s e na fase inflamatéria reverteu parcialmente com reatividade de
45,3 + 10,4 s (p<0,05 comparado ao LASSBIi0-1410 4 mg/kg).
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Figura 15. Avaliagdo da influéncia das vias opi6ide e muscarinica no efeito
antinociceptivo do LASSBIi0-1410. * P< 0,05 comparado ao DMSO, & P<0,05 comparado ao
LASSBI0-1410. As substancias foram administradas i.p, n=10.

Na identificacdo do subtipo de receptor opidide que poderia estar
envolvido com o efeito antinociceptivo na fase neurogénica promovido pelo
LASSBIo-1410 foi utilizado os antagonistas seletivos para os receptores mu,
delta e kappa (Figura 16). Nao foi observado reversdo na presenca dos
antagonistas CTOP (1 mg/kg) e binaltorfimina (10 mg/kg) mantendo reduzida a
reatividade em 36,1 £ 6,7 s e 27,4 £ 5,9 s, respectivamente. Entretanto, o efeito
foi revertido pelo naltrindol (1 mg/kg) com aumento para 55,9 + 5,8 s (p<0,05).

De forma semelhante, na fase inflamat6ria, o pré-tratamento com CTOP
e binaltorfimina ndo reverteram a atividade antinociceptiva de LASSBIi0-1410,
apresentando tempo de reatividade de 36,1 + 6,7 s e 27,3 * 58 s,
respectivamente. Mas o pré-tratamento com naltrindol reverteu parcialmente o
efeito do LASSBIi0-1410 com 28,8 + 6,2 s (p<0,05 comparado ao LASSBio-
1410 4 mg/kg) (Figura 16).
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Figura 16: Avaliacdo da influéncia dos subtipos de receptores opidides no efeito

antinociceptivo do LASSBio-1410 em camundongos. Binaltorfimina (antagonista k opioide),

ctop (antagonista p opidide) e naltrindol (antagonista & opidide).* P< 0,05 comparado ao

DMSO. & P<0,05 comparado ao LASSBIi0-1410. As substancias foram administradas i.p, n=10.

Na tentativa de investigar se a ativagdo de receptores

benzodiazepinicos estaria relacionada com o efeito antinociceptivo, foi utilizado

o flumazenil (20 mg/kg), antagonista dos receptores benzodiazepinicos (Figura
17).
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Figura 17: Avaliacdo da influéncia gabaérgica no efeito antinociceptivo do LASSBio-
1410 em camundongos. * P< 0,05 comparado ao DMSO. & P<0,05 comparado ao LASSBio-
1410. As substancias foram administradas i.p, n= 10.
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O pré-tratamento com o flumazenil reverteu totalmente o efeito do
derivado na fase neurogénica (63,7 +8,2 s; P<0,05 comparado ao LASSBio-
1410 4 mg/kg) e parcialmente na fase inflamatéria (54,4 + 9,8 s; P<0,05
comparado ao LASSBIi0-1410 4 mg/kg) (Figura 17).

Para se investigar um possivel efeito dual de LASSBIi0-1410, foi
realizada a associacdo de naltrindol (1 mg/kg) e flumazenil (20 mg/kg). O pré-
tratamento com o antagonista d opidide e benzodiazepinico reverteu totalmente
o efeito antinociceptivo de LASSBIi0-1410 4 mg/kg tanto na fase neurogénica
(92,8 £ 6,3 s, P<0,05 comparado ao LASSBIi0-1410 4 mg/kg) quanto na fase
inflamatoria (103,3 = 26,0 s, P<0,05 comparado ao LASSBi0-1410 4 mg/kg)
(Figura 18).
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Figura 18. Avaliacdo da influéncia da associagdo do antagonista & opidide e
gabaérgico no efeito antinociceptivo do LASSBIi0-1410 em camundongos. * P< 0,05 comparado
ao DMSO, & P<0,05 comparado ao LASSBIi0-1410. As substancias foram administradas i.p, n=
10.

4.2 LASSBIi0-1410 e efeito antinociceptivo central

O modelo da placa quente foi utilizado para avaliar um possivel efeito
analgésico central do derivado LASSBIi0-1410.

O tratamento com LASSBIi0-1410 (4 mg/kg) ndo aumentou significamente o
tempo de permanéncia do animal na placa quente (Figura 19). Apés 50 min da
administracdo i.p. de LASSBIi0-1410 (4 mg/kg) a atividade analgésica maxima
foi apenas de 11,0 + 3,9 %. Ao contrario, a morfina, por apresentar efeito

analgésico de acao central, foi utilizada como controle positivo e promoveu
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955 + 1,1 % (p<0,05) de atividade analgésica 10 minutos apos sua

administragéo (Figura 19)
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Figura 19. Avaliacédo da acéo analgésica central de LASSBi0o-1410 em camundongos. *
P< 0,05 comparado ao DMSO. As substancias foram administradas i.p, n=10.

4.3 LASSBIi0-1410 e efeito anti-inflamatério

A carragenina € um agente quimico que causa reacédo inflamatoria local
mensuravel e reproduzivel. Apos a injecdo de 0,1 ml de uma suspensao de
carragenina 1%, observa-se formacdo de edema e aumento do volume da
pata, medidos pelo pletismémetro.

O volume normal da pata do animal medido antes da administracdo da
carragenina foi de 1,56 = 0,06 ml. No entanto, apds a injecado intraplantar da
carragenina, no grupo tratado com DMSO, o volume foi aumentado para 2,82
0,25 ml e permaneceu por todo periodo avaliado. A administracdo prévia do
derivado LASSBI0-1410 (4 mg/kg) preveniu a formacdo do edema indicando
reducdo da inflamacdo mediada pela carragenina, com volume da pata

semelhante ao valor normal por todo periodo avaliado (24 h) (Figura 20).
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Figura 20. Avaliacdo da acdo anti-inflamatoria de LASSBio-1410 em ratos. * P< 0,05
comparado ao controle (antes da injecdo de carragenina). As substéncias foram administradas
i.p, n=6.

4.4LASSBi0-1410 e analgesia mecanica

Para avaliar o efeito do derivado na hiperalgesia, foi utilizado o teste de
compressédo da pata de ratos desenvolvido por Randall e Selitto (1957). Neste
teste, uma forca em gramas (g), de magnitude crescente (16 g/s), foi
continuamente aplicada sobre o dorso da pata posterior direita do animal e
interrompida quando este retirava a pata ou apresentava reacado de “retirada”
do membro. A carragenina, por ser um agente quimico indutor de resposta
inflamatéria, provocou reducéo do limiar de retirada da pata (LRP), de 278,0 +
8,0 g (basal) para 116,0 + 11,2 g (carragenina), uma vez que os mediadores
da inflamacéo levam a sensibilizacdo dos nociceptores (Figura 21). Apos 15
min da administracdo de LASSBIi0-1410, o LRP passou a 236,00 + 17,20 g
(p<0,05 comparado ao DMSO), valor semelhante ao basal, apresentando efeito

anti-hiperalgésico por 24 h.
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Figura 21. Efeito de LASSBIi0-1410 na hiperalgesia induzida pela carragenina em
ratos. * P< 0,05 comparado ao DMSO. As substancias foram administradas i.p, n= 6.

Os resultados também foram expressos em porcetagem de reversdo da
hiperalgesia para uma melhor observagcdo do efeito de LASSBIio-1410 em

reverter a hiperalgesia mecanica.
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Figura 22. Reversdo da hiperalgesia mecénica causada pela carragenina apos
tratamento com LASSBIi0-1410 em ratos. * P< 0,05 comparado ao DMSO. As substancias
foram administradas i.p, n=6.

A reversao da hiperalgesia mecénica pelo LASSBIio-1410 foi confirmada
com 62,2 + 6,9 % (p<0,05) 15 minutos apos a administragédo (Figura 22) sendo
este efeito ainda observado até 24horas 39,10 + 4,43 % (p<0,05).
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4. 5LASSBIi0-1410 e dor de origem inflamatoria - contor¢des abdominais

O protocolo de contor¢cdes abdominais foi Util para se avaliar a atividade
analgésica de LASSBIi0-1410 na dor de origem inflamatoéria visceral. Apés a
administracdo da solucdo de &cido acético i.p, foi observado aumento do
namero de contor¢cdes abdominais no grupo tratado com DMSO, 55,70 + 5,72
contor¢des. (Figura 23)

Nos animais que foram tratados com LASSBIi0-1410 (4 mg/kg) i.p, houve
reducdo do numero de contor¢des abdominais para 15,50 + 2,54 (p<0,05),
indicando um efeito na dor de origem inflamatoria.

Na tentativa de se identificar qual via farmacoldgica estaria envolvida
com esse efeito, foi realizado o pré-tratamento com o antagonista muscarinico
atropina (2mg/kg), entretanto, este nado alterou o efeito promovido por
LASSBIio-1410 (4 mg/kg), apresentando 18,50 + 2,57 (p<0,05) contor¢des

abdominais (Figura 23).
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Figura 23 Avaliagdo da atividade analgésica de LASSBIio-1410 no modelo de
contorcdes abdominais em camundongos. * P< 0,05 comparado ao DMSO, &P<0,05
comparado ao LASSBIi0-1410. As substancias foram administradas i.p, n=10.

O flumazenil (20 mg/kg), antagonista dos receptores benzodiazepinicos,
reverteu parcialmente o efeito de LASSBIio-1410 (4 mg/kg) no numero de

contorgbes 30,60 = 2,10 (p<0,05). Assim como a naloxona (2 mg/kg),
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antagonista opibide, também reverteu parcialmente o efeito do derivado, 34,40
+ 2,91 (p<0,05) contor¢cdes abdominais e o naltrindol (1 mg/kg), 37,14 + 5,45
(p<0,05) contorgbes abdominais (Figura 23).

4.6 LASSBi0-1410 em modelo animal de dor neuropética

4.6.1 Avaliacdo da hiperalgesia térmica em ratos ICC - protocolo

preventivo

Ratos Wistar ao serem submetidos a cirurgia de injaria constritiva (ICC)
apresentaram reducdo da laténcia de retirada da pata de 8,72 £ 0,62 s para
4,57 + 0,42 s e para 5,17 + 0,57 s ap0s 3 e 7 dias do procedimento no grupo
tratado com o veiculo DMSO (ICC/DMSO). (Figura 24).
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Figura 24: Efeito do tratamento com LASSBIi0-1410 (4 mg/kg i.p) no teste de retirada
da pata, para avaliacdo da hiperalgesia térmica. LASSBIi0-1410 foi administrado diariamente
aos ratos com ICC durante 7 dias a partir do dia da cirurgia (4 horas ap6s o procedimento).
*P<0,05 comparado ao grupo tratado com ICC/DMSO no mesmo dia, h= 6.

O tratamento com o derivado LASSBIio0-1410 (4 mg/kg) impediu a reducao
da laténcia ja no 3° dia de tratamento com 7,8 + 0,9 s (p<0,05) nos animais ICC
guando comparado ao grupo ICC/DMSO no mesmo dia. Este efeito foi
observado também no 7° dia de tratamento com laténcia de 7,9 £ 0,7 s
(p<0,05). Nao foi observada alteracao significativa nos animais falso-operados
(Sham/DMSO) no 3° e 7° dia com laténcia de retirada da pata de 8,2 + 0,7 s e

9,7 £ 1,3 s, respectivamente, assim como no grupo tratado com LASSBIi0-1410
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(4 mg/kg i.p) apresentando laténcia de 10,9 + 0,7 s e 10,5 £ 1,1 s,
respectivamente (Figura 24).

O efeito de LASSBIi0-1410 em ratos submetidos a ICC foi observado até
14 dias apés a suspensdo do tratamento. Observe na Figura 25 que a dor
neuropatica foi restabelecida no 14° dia de suspensdo com reducéo da laténcia
de retirada da pata para 6,6 = 0,1 s. Este valor ndo foi significativamente
diferente do grupo ICC/DMSO que apresentou laténcia de 4,2 £ 0,2 s.

20
-+ |CC/DMSO
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Figura 25: Laténcia observada apés suspensdo do tratamento com LASSBIi0-1410 (4
mg/kg i.p) em ratos submetidos a ICC. *P<0,05 comparado ao grupo ICC/DMSO no mesmo
dia, n= 6.

4.6.2 Avaliacdo da hiperalgesia térmica em ratos ICC - protocolo

terapéutico

Assim como no protocolo preventivo, ratos Wistar com injdria constritiva
(ICC) e tratados com o veiculo DMSO (ICC/DMSO) apresentaram reducdo da
laténcia de retirada da pata de 9,85 + 0,61 s para 4,56 + 0,49 s e para 4,57 +
0,42 s apos 3 e 7 dias do procedimento. (Figura 26)

No tratamento terapéutico, iniciado apds 7 dias da cirurgia, (Figura 26)
LASSBIi0-1410 (10 mg/kg p.o) promoveu efeito anti-hiperalgésico no 10° dia
10,05 + 0,47 s e no 14° dia 10,38 + 0,71 s. Este efeito foi mantido até o 21° dia
apos a cirurgia 11,83 £ 0,46 s.

Nos animais falso-operados tratados com DMSO (Sham/DMSO), nao foi
observada alteracdo da laténcia no 3° dia apds o procedimento 9,91 + 0,45 s
mantendo-se inalterado por 21 dias apds a cirurgia, apresentando laténcia de
11,61 £ 0,84 s. No grupo falso-operado (Sham) tratado com LASSBIio-1410 (10
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mg/kg p.o) também néo foi observada mudanca na laténcia no 3° dia apos o
procedimento 9.96 + 0.39 s, mantendo-se inalterada por 21 dias apds a
cirurgia, com laténcia de 10,46 + 0,49 s (Figura 26).
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Figura 26: Efeito do tratamento com LASSBIio-1410(10 mg/kg p.0) no teste de retirada
da pata, para avaliacdo da hiperalgesia térmica. LASSBio-1410 foi administrado diariamente
aos ratos sham e ICC durante 7 dias ap6s desenvolvimento da hiperalgesia térmica (7 dias
apos o procedimento cirdrgico. *P<0,05 comparado ao grupo ICC/DMSO dia, n= 6.

4.6.3 Avaliagdo da alodinia mecanica em ratos ICC - protocolo

terapéutico

Na avaliacdo da alodinia mecénica (Figura 27), 7 dias apdés a cirurgia, 0s
animais com ICC, no grupo tratado com DMSO, apresentaram diminuicdo do
limiar de retirada da pata (g) de 41,2 + 1,2 g para 20,40 = 0,73 g no 3° dia apés
a cirurgia, que se mantiveram reduzidos por 21 dias, com LRP de 22,66 + 2,09
g.

Nos animais com ICC tratados com LASSBio-1410 (10 mg/kg p.0), foi
observado o0 mesmo padrao de resposta do grupo DMSO, ndo sendo revertida
a alodinia mecanica em nenhum dia avaliado, 18, 51 + 1,95 g, no 7° dia, que

se manteve nos 21 dias apos a cirurgia 27,50 £ 0,98 g (Figura 27).
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Figura 27. Efeito do tratamento com LASSBIio-1410 (10 mg/kg p.o) ou DMSO na
alodinia mecanica. LASSBIi0-1410 foi administrado por via oral diariamente aos ratos sham e
ICC durante 7 dias apds o desenvolvimento da alodinia mecénica (7 dias apés o procedimento
cirurgico) n= 6.

Nos animais falso-operados tratados com DMSO (Sham/DMSO), nao foi
observada alteracdo do LRP no 7° dia apds o procedimento, 35,0 + 2,1 g,
permanecendo assim por 21 dias apés a cirurgia, apresentando LRP de 38,1 +
1,6 g (Figura 27).

No grupo falso-operado (Sham) tratado com LASSBio-1410 (10 mg/kg
p.0) também ndo foi observada mudanga no LRP no 7° dia apds o
procedimento, com LRP de 37,8 £ 2,9 g, mantendo-se por 21 dias apés a

cirurgia, com LRP de 38,9 £ 2,7 g. (Figura 27)

4.6.4 Avaliacdo da hiperalgia térmica em ratos com LNE - protocolo

preventivo

Na ligadura do nervo espinhal, os animais do grupo LNE/DMSO tiveram
uma reducao da laténcia de 9,93 + 0,63 s antes da cirurgia para 5,40 £ 0,27 s
no 3° dia e 3,95 + 0,27 s apos 7 dias da LNE (Figura 28). Nos animais tratados,
desde o primeiro dia da LNE, com o LASSBIi0-1410 (4 mg/kg i.p) houve o
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impedimento da hiperalgesia térmica (Figura 28), no 3° dia, 10,16 + 0,37 s, e
no 7° dia apos a LNE 11,26 + 0,70 s.

No grupo Sham/DMSO né&o houve alteracdo da laténcia apés a LNE,
mantendo a laténcia em 10,7 £ 0,5 s, no 3° dia apdés a LNE, e 10,1 £+ 1,1 s, no
7° dia apos a cirurgia. Nos animais falso-operados (Sham), tratados com
LASSBIi0-1410 4 mg/kg i.p), nao foi observada alteragédo da laténcia no 3° dia
apos a LNE, 10,50 + 0,53 s e no 7° dia ap6s a LNE 10,78 + 0,69 s (Figura 28).
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Figura 28. Efeito do tratamento com LASSBIi0-1410 (4 mg/kg i.p) no teste de retirada
da pata, para avaliacdo da hiperalgesia térmica. LASSBIi0-1410 foi administrado diariamente
aos ratos com LNE durante 7 dias a partir do dia da cirurgia (4 horas ap6s o procedimento).
*P<0,05 comparado ao grupo LNE/DMSO no mesmo dia, n= 6.

4.6.5 Avaliagcdo da alodinia mecanica em ratos com LNE - protocolo
preventivo

Nos animais falso-operados tratados com DMSO (Sham/DMSO), nao foi
observada alteracdo do LRP no 3° dia apos o procedimento, 41,9,0+ 249, e
no 7° dia apoés a cirurgia, apresentando LRP de 43,8 + 1,9 g (Figura 29).

No grupo falso-operado (Sham) tratado com LASSBIi0-1410 (10 mg/kg

p.o) também ndo foi observada mudanca no LRP no 3° dia apdés o
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procedimento, com LRP de 45,0 + 1,3 g, e no 7° dia ap0s a cirurgia, com LRP
de 40,8 + 1,9 g. (Figura 29)

Na avaliacdo da alodinia mecénica, apos a LNE (Figura 29), o grupo que
recebeu DMSO i.p. desenvolveu a alodinia 3 dias apos a cirurgia 24,47 + 1,71 g
(p<0,05) que se manteve por 7 dias 24,75 + 1,39 g (p<0,05). Nos animais com
LNE e tratados com LASSBI0-1410 (4 mg/kg i.p), ndo foi observada a
prevencdo da alodinia mecénica nos animais (Figura 29), reduzindo o LRP de
46,7+ 1,4 gpara 30,8 +1,29g,no3°diae 31,9 + 3,4 g, no 7° dia apos a LNE.

- Sham/DMSO

-~ Sham/LASSBIi0-1410 (4 mg/kg i.p)
-+ LNE/DMSO
—
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Figura 29. Efeito do tratamento com LASSBIio0-1410 (4 mg/kg i.p) na alodinia mecanica.
LASSBI0-1410 foi administrado diariamente aos ratos sham e LNE durante 7 dias a partir do
dia da cirurgia (4 horas apoés o procedimento). & P<0,05 comparado ao dia 0, antes da cirurgia.
n= 6.

4.6.6 Avaliacdo da hiperalgesia térmica em ratos LNE - protocolo

terapéutico

No grupo de animais com LNE tratados com DMSO, a laténcia controle
foi reduzida de 10,1 £ 0,5 s para 5,9 + 0,3 s no sétimo dia apés a cirurgia que
se manteve reduzida por 14 dias, com laténcia de 5,9 £ 0,1 s, confirmando a

eficacia do protocolo (Figura 30)

No tratamento terapéutico, LASSBIi0-1410 (10 mg/kg p.0), reverteu a
hiperalgesia térmica de 5,8 + 0,2 s no 3° dia da cirurgia para 11,8 £ 0,4 s no 14°
dia apos o procedimento, ndo apresentando diferenca estatistica quando

comparado ao dia 0, controle, antes da cirurgia 12,2 £ 0,3 s.(Figura 30)



64

- Sham/DMSO
30, ~* Sham/LASSBIio-1410 (10 mg/kg p.o)
- LNE/DMSO
251 - LNE/LASSBi0-1410 (10 mg/kg p.o)
@ 20+
o
O 15+ *
(-'q_')
T 104
—
5+ 2 & & &
O n L} L L L
0 3 7 10 14

Dias ap0s a cirurgia

Figura 30. Efeito do tratamento com LASSBIio-1410 (10 mg/kg p.0) no teste de retirada
da pata, para avaliacdo da hiperalgesia térmica. LASSBio-1410 foi administrado diariamente
aos ratos sham e LNE durante 7 dias ap6s desenvolvimento da hiperalgesia térmica (7 dias
apos o procedimento cirdrgico). *P<0,05 comaparado ao grupo LNE/DMSO no mesmo dia. &
P<0,05 comparado ao dia 0,antes da cirurgia n= 6.

4.6.7 Avaliacao da alodinia mecéanica em ratos LNE - protocolo terapéutico

O grupo de animais submetidos a LNE e tratados com DMSO
apresentou reducao do limiar de retirada da pata de 43,8 + 2,2 g para 24,4+ 1,7
g no 7° dia que se manteve por 14 dias apos a cirurgia 23,5+ 1,2 g.

Assim como no tratamento preventivo, LASSBIi0-1410 (10mg/kg p.0),
nao reverteu a alodinia mecanica (Figura 31), em nenhum dia avaliado, 26,0 £
3,7 g no 7° dia, assim como no 10° dia apds a cirurgia 24,9 £ 4,6 g e no 14° dia
27,8+2,0q.
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Figura 31. Efeito do tratamento com LASSBIi0-1410 10 mg/kg na alodinia mecénica.
LASSBI0-1410 foi administrado por via oral diariamente aos ratos sham e LNE durante 7 dias
apos o desenvolvimento da alodinia mecénica (7 dias apds o procedimento cirargico). & P<0,05
comparado ao dia 0, antes da cirurgia n= 6.

Como LASSBI0-1410 promoveu efeito antinociceptivo e reduziu a dor
neuropatica em dois modelos experimentais, numa etapa seguinte foi
importante avaliar se o tratamento com LASSBIi0-1410 teria algum efeito no

sistema nervoso central, como ansiolise ou sedacéo.

4.7 LASSBI0-1410 e atividade ansiolitica

As respostas comportamentais no teste do labirinto em cruz sao
ferramentas essenciais na avaliacdo da atividade ansiolitica de uma
substancia. Nos 5 minutos de permanéncia dos animais no labirinto, estes
demonstram respostas comportamentais de ansiedade, como o tempo gasto e
as entradas feitas nos bracos abertos e fechados. A avaliacdo do
comportamento do animal reflete a um conflito entre a preferéncia do roedor
para as areas protegidas (por exemplo, nos bracos fechados) e sua motivacao
inata para explorar novos ambientes, demonstrando um comportamento
ansiolitico quando h& aumento do tempo de permanéncia nos bragos abertos

e/ou entradas nos bracos abertos.
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LASSBI0-1410 (3 mg/kg) aumentou significativamente a porcentagem de
tempo de permanéncia nos bragos abertos de 16,8 = 3,9 % (animais tratados
com o veiculo DMSO, utilizado como controle) para 58,3 + 11,2 % assim como
a porcentagem de entrada nos bracos abertos de 48,70 £ 5,80 %, no grupo do
DMSO (veiculo) para 81,60 + 7,90 %. (Tabela 3) Estes resultados sao
indicativos de que LASSBIi0-1410 apresenta efeito ansiolitico por alterar o
comportamento exploratério do animal em comparacado ao controle (Tabela 3 e
Figura 32)

Tabela 3. Avaliacdo da atividade ansiolitica de LASSBio-1410 através do

uso do labirinto em cruz elevado (Plus Maze)

% Tempo % Entradas % Entradas N°. Entradas
bragos bracos bragos totais
abertos abertos fechados

DMSO 16,8 +3,9 48,7 £5,8 57,3 45,0 104+14
(veiculo)
Midazolam 63,3+10,5* 76,8+8,9* 23,0 + 8,0* 58+ 1,4*
(2 mg/kg)
LASSBio-1410 45,3 + 10,9* 72,1+7,9* 35,3+9,6 74+17
(2 mg/kg)
LASSBio-1410 58,3+ 11,2* 816+79* 16,5+ 7,3* 57+1,4*
(3 mg/kQ)
LASSBIi0-1410 14,7+5,5 31,8+8,1 55,4+ 10,3 11,8+2,4
(3 mg/kQg)
+ Naloxona
(2 mg/kg)

*P<0,05 comparado ao DMSO (veiculo)

Para investigar se a ativacao de receptores opidides estaria envolvido
com o efeito ansiolitico observado, foi realizado o pré-tratamento com o
antagonista opibéide nao seletivo naloxona (2 mg/kg i.p.). Este reverteu o efeito
ansiolitico promovido pelo derivado, reduzindo a porcentagem de entrada nos
bracos abertos para 31,8 + 8,1 % assim como a porcentagem de tempo de
permanéncia nos bracos abertos para 14,7 + 5,5 %, indicando que a ativacao
de receptores opidides no SNC esta relacionado com o efeito ansiolitico
promovido por LASSBio-1410 (Tabela 3 e Figura 32).
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Figura 32. Efeito ansiolitico do derivado LASSBIio-1410 no labirinto de cruz elevado
(Plus Maze) em camundongos. * P< 0,05 comparado ao DMSO. As substancias foram
administradas i.p, n=10.

4.8 LASSBIi0-1410 e efeito sedativo

4.8.1 Efeito sedativo em Ratos Wistar

O modelo do campo aberto foi introduzido como uma forma de avaliar o
comportamento emocional, o teste fornece uma oportunidade para se avaliar
sistematicamente a exploracdo do ambiente, a atividade locomotora geral, e
proporcionar uma avaliacdo inicial para o comportamento relacionado a

ansiedade em roedores. A atividade sedativa de LASSBIio-1410 em ratos
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Wistar foi investigada, na tentativa de se investigar um possivel efeito central
que pudesse comprometer a avaliagdo do derivado em modelo de dor
neuropatica.

Nesta etapa do estudo foi investigado se o tratamento com LASSBio-
1410 nas doses de 4 mg/kg i.p e 10 mg/kg p.o induziriam algum efeito sedativo
que prejudicasse a avaliacao do derivado na dor neuropética. O LASSBio-1410
(4 mg/kg i.p) ndo provocou efeito sedativo, com 187,70 + 11,89
movimentos/min, assim como também na dose de 10 mg/kg p.o, 201,20 +
13,39 movimentos/min, (Figura 33) portanto, ndo impediu que o derivado fosse

avaliado em ratos, em modelos de dor.

@ DMSO (veiculo)
Bl LASSBIi0-1410 (4 mg/kg i.p)
3007 @ LASSBIi0-1410 (10 mg/kg p.o)

250+
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1004

Movimentos/min

50+

0-
Figura 33 Avaliacdo da atividade sedativa em ratos apds tratamento com LASSBio-

1410 utilizando o modelo de campo aberto. n= 6.

4.8.2 Efeito sedativo em Camundongos Swiss

Diferencas acentuadas nos comportamentos de espécies e linhagens
diferentes mostram que a constituicdo genética € um fator importante no
comportamento exploratério e ansiedade de roedores, portanto, foi importante
investigar a atividade sedativa em um segundo género de roedor, o
camundongo, da espécie Mus musculus, da linhagem Swiss.

O derivado LASSBIi0-1410 promoveu sedacdo de forma dose
dependente observada através da avaliagdo da atividade motora, indicando
possivel efeito central do derivado (Figura 34). A atividade motora expressa em

movimentos/min foi de 214,4 +18,9 quando animais foram tratados com
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veiculo (DMSO). LASSBI0-1410 nao apresentou efeito significativo quando
comparado ao controle na dose de 2 mg/kg, (148,0 + 13,8 movimentos/min),
assim como na dose de 3 mg/kg (160,1 + 10,4 movimentos/min). O derivado
LASSBio-1410 (4 mg/kg) promoveu atividade sedativa, reduzindo os

movimentos para 54,6 + 6,5 movimentos/min.

Hl DMSO (veiculo)
LASSBIi0-1410 (2 mg/kg)
300, H LASSBIio-1410 (3 mg/kg)
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Figura 34. Avaliacdo da atividade sedativa de LASSBIi0-1410 em camundongos. * P <
0,05 comparado ao DMSO. As substéancias foram administradas i.p, n= 10.

ApOs a evidéncia de que LASSBI0-1410 provocava sedacdo em
camundogos Swiss, huma etapa seguinte foi realizada a identificacdo das
provaveis vias envolvidas para este efeito. Inicialmente, a via muscarinica foi
investigada, e a fisostigmina (0,2 mg/kg) foi utilizada como controle positivo,
indicando que quando a via muscarinica esta ativada ha a diminuicdo do
namero de movimentos realizados pelo animal. Apds tratamento com
fisostigmina a atividade foi reduzida para 99,6 + 15,9 movimentos/min (Figura
35). O pré-tratamento com a atropina (2 mg/kg) nado reverteu o efeito sedativo
do derivado, permanecendo reduzida a atividade motora em 73,9 +19,4
movimentos/min; sugerindo que a via muscarinica provavelmente ndo esta

relacionada com a atividade sedativa do LASSBIio-1410 (Figura 35).
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Figura 35. Avaliacdo do envolvimento da via muscarinica na a¢do sedativa induzida
pelo LASSBi0-1410 em camundongos. * P< 0,05 comparado ao DMSO. As substancias foram
administradas i.p, n=10.

O pré-tratamento com o antagonista opiéide naloxona (2 mg/kg) reverteu
de forma significativa o efeito do derivado no campo aberto com 98,1 + 20,8
movimentos/min. Este fato evidencia que a possivel acdo farmacoldgica do

LASSBI0-1410 seja através da via opioide. (Figura 36).

@l DMSO (veiculo)

@l Morfina (1 mg/kg)

Bl LASSBIi0-1410 (4 mg/kg)

B LASSBI0-1410 (4 mg/kg) + naloxona (2 mg/kg)
3001
250+
2004
150+

1004

Movimentos/min

50+

0.
Figura 36. Avaliacdo do envolvimento da via opidide na acdo sedativa induzida pelo

LASSBI0-1410 em camundongos. * P< 0,05 comparado ao DMSO, & P<0,05 comparado ao
LASSBI0-1410. As substancias foram administradas i.p, n= 10.

Ao utilizar os antagonistas seletivos para os subtipos do receptor opidide

7

(Figura 37), foi observado que apenas o naltrindol que € um antagonista de
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receptor & opidide reverteu parcialmente o efeito sedativo promovido por
LASSBI0-1410 pois a atividade motora foi de 114,2 + 22,6 movimentos/min. No
entanto, apds pré-tratamento com o CTOP e binaltorfimina a atividade motora
permaneceu reduzida em 67,4 + 23,0 (p<0,05) e 22,9 + 4,7 (P<0,05)

movimentos/min, respectivamente.
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Figura 37. Avaliacdo do envolvimento da via opidide na acdo sedativa induzida pelo
LASSBIi0-1410 em camundongos. Binaltorfimina (antagonista k opidide), ctop (antagonista p
opidide) e naltrindol (antagonista ® opidide)* P< 0,05 comparado ao DMSO, & P<0,05
comparado ao LASSBIi0-1410. As substancias foram administradas i.p, n=10.

Ao se investigar a contribuicdo dos receptores benzodiazepinicos,
observou-se que o flumazenil (20 mg/kg) néo interferiu com a acéo sedativa do
LASSBI0-1410 (4 mg/kg) pois a atividade motora foi mantida reduzida em 75,4
+ 19,3 movimentos/min (p<0,05; Figura 38).
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Figura 38. Avaliagdo do envolvimento da via gabaérgica na acao sedativa induzida pelo
LASSBIi0-1410 em camundongos. * P< 0,05 comparado ao DMSO. As substancias foram
administradas i.p, n=10.

4.9 LASSBI0-1410 e avaliacdo da coordenacdo motora

O teste do rota-rod representa uma abordagem na caracterizacao
fenotipica motora. O tempo em que o0 animal permanece na barra giratoria
reflete o produto de cinco grandes fatores envolvidos na funcdo motora do
camundongo: 1. Equilibrio dindmico, 2. Coordenagdo motora 3. Planejamento
motor 4. Aprendizagem motora 5. Condi¢des fisicas gerais (desempenho
cardio-pulmonar).

Este teste foi utilizado para avaliar e identificar efeitos adversos motores
e sistémicos, que poderiam influenciar nas respostas comportamentais. A
Figura 39 mostra que o LASSBIi0-1410 na dose de 2 mg/kg (180,0 + 0,0 s), 3
mg/kg (179,6 £ 0,3 s) e 4 mg/kg (177,8 = 2,1 s) ndo alterou o tempo de
permanéncia dos animais na barra giratoria, semelhante ao veiculo DMSO,
(180,0 + 0,0 s) até 120 minutos ap6s a administracdo indicando que nao ha
comprometimento de estruturas centrais do sistema motor (Figura 39). O
diazepam (10 mg/kg) utilizado como controle positivo, reduziu significamente o
tempo de permanéncia dos animais, 15 minutos (86,6 £ 16,5 s) e 30 minutos

(115,7 £ 17,0 s) apOs a administracao (p<0,05).
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Figura 39. Avaliacéo da coordenacdo motora de camundongos tratados com LASSBio-
1410. * P< 0,05 comparado ao DMSO. As substancias foram administradas i.p, n= 10.
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5 Discussao

A busca de novos candidatos a prototipos de farmacos que modulassem
as desordens de ansiedade e dor crénica culminou na identificagcdo de novos
padrdes estruturais, derivados pirazolo[3,4-b]pirrolo[3,4-d]piridinicos,
desenhados por analogia estrutural ao zolpidem. O derivado LASSBIi0-873
apresentou atividade sedativa através da reducéo da atividade motora, sendo
este efeito revertido pela atropina e a pirenzepina. Também apresentou
atividade antinociceptiva em protocolos de dor aguda (teste de Hargreaves e
formalina) e crénica, inibindo o desenvolvimento da hiperalgesia térmica em
modelos de injdria constritiva cronica (ICC) e ligadura do nervo espinhal (LNE)
guando administrados por via oral ou intraperitoneal, e também revertendo a
hiperalgesia j& instalada. (MENDES et al, 2009)

A sintese de LASSBI0-1410 foi realizada através de uma simplificacédo
molecular do LASSBIi0-873 na intencéo inicial de se investigar a importancia
desta porcéo para os efeitos observados com LASSBIio-873. LASSBIi0-1410 foi
avaliado em diferentes protocolos experimentais para se investigar efeitos na
dor aguda e cronica.

LASSBI0-1410 promoveu antinocicepcdo tanto na fase neurogénica
guanto na fase inflamatéria de forma dose-dependente no teste da formalina.
Ao se utilizar a naloxona com o intuito de se investigar a atuacao do derivado
pela via opiodide, foi observada a reversdo do efeito em ambas as fases. Este
fato indica que a via opidide pode estar relacionada com o efeito analgésico de
LASSBIi0-1410. O naltrindol, que €& um antagonista & opidide reverteu
significativamente o efeito promovido por LASSBIi0-1410, indicando que a
ativacdo de receptores delta opidides seria responsavel pelo efeito
antinociceptivo do derivado. Adicionalmente, flumazenil, antagonista da via
benzodiazepinica também reverteu completamente o efeito antinociceptivo na
fase neurogénica e parcialmente na fase inflamatéria, sugerindo a participacéo
adicional da via gabaérgica para acdo analgésica de LASSBio-1410. Tanto os
receptores delta-opidide como o0s receptores gabaérgicos parecem participar
para que o LASSBI0-1410 exerca seu efeito antinociceptivo. Entéo, foi

realizada a associacdo de flumazenil e natrindol que reverteu completamente o
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efeito do derivado em ambas as fases do teste da formalina, indicando que ha
importante envolvimento das vias opidide e gabaérgica.

A comunicacdo da informacdo nociceptiva entre neurbnios ocorre por
mediadores quimicos (neurotransmissores) que sdo: aminoacidos excitatorios
ou inibitérios e neuropetideos que sao produzidos, armazenados e liberados
tanto nas terminagdes dos nervos aferentes como nos neurfGnios do corno
dorsal. Os principais aminoacidos excitatorios sédo o glutamato e o aspartato,
porém, em fibras aferentes do tipo C também se encontra uma variedade de
neuropeptideos como a substancia P, neurotensina, peptideo relacionado com
0 gene da calcitonina e colecistocinina (LAMONT e TRANQUILLI, 2000). A
ativacdo do interneurdnio gabaérgico na via ascendente de transmisséo da dor
inibe ou diminui a propagacdo do sinal doloroso na via aferente e, portanto,
LASSBIi0-1410 pode estar ativando tanto mecanismos que modulam a via
ascendente da dor, quanto a via inibitéria descendente da dor. Em contraste
aos receptores p opidide, os agonistas dos receptores & opidide modulam
fracamente a dor nociceptiva aguda, no entanto, sdo eficazes em condi¢cdes
que envolvam a dor persistente, o0 estresse e inflamacdo. Mecanismos
subjacentes ao aumento da eficacia nessas condi¢cdes envolvem o aumento da
densidade dos receptores delta opidides externalizados e melhor acoplamento
de sinalizadores a esses receptores (PRADHAN et al, 2013)

O método da administracdo de acido acético no peritbneo foi importante
para avaliar e comprovar o efeito antinociceptivo de LASSBIi0-1410 na dor de
origem inflamatoria. O acido acético atua indiretamente liberando mediadores
enddégenos como a bradicinina, serotonina, histamina e prostaglandinas, que
estdo envolvidos na modulagdo da nocicep¢do. A nocicepcao induzida pelo
acido acético também depende da liberacdo de citocinas pelos macrofagos e
basofilos residentes na cavidade abdominal, que em conjunto com outros
mediadores induzem a nocicepcao deste modelo (WHITTLE, 1964). Portanto,
LASSBIio-1410 exerceu efeito analgésico na dor de origem inflamatéria
confirmado pela redugdo do numero de contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético, e este efeito possivelmente esta relacionado com a ativacao de
receptores O opidide.

Mediadores pro-inflamatdrios como prostaglandinas e citocinas, podem

desencadear a dor de origem inflamatéria devido a sensibilizagcdo de
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nociceptores em fibras Ad e C; e em consequéncia, potenciais de agao sao
desencadeados por estimulos sublimiares, levando a hiperalgesia. O sistema
imune utiliza mecanismos de migragao celular ndo apenas para combater
patdogenos, mas também para controlar a dor e inflamacdo apos a injuria.
Alguns autores demonstraram que a dor inflamatéria periférica pode ser
controlada com a liberacdo de peptideos opidides por células imunolégicas.
(HASHIMI et al, 2013)

Um dos principais métodos para investigar a propriedade anti-
inflamatoria de uma substancia € a avaliacdo do edema de pata induzido pela
carragenina. Este edema depende da participacdo de cininas e leucécitos com
seus fatores proé-inflamatdrios, incluindo prostaglandinas (DAMAS et al, 1986).
Os principais componentes da inflamacao sdo a formacéo de edema, infiltracédo
de leucocitos e formacédo de granuloma. A formacdo de edema na pata € o
resultado de um sinergismo entre varios mediadores inflamatérios que levam
ao aumento da permeabilidade vascular, fluxo sanguineo e formacdo de
exsudato. O desenvolvimento do edema na pata de rato apdés a injecdo de
carragenina € um evento bifasico (VINEGAR et al, 1969). A fase inicial (1-2h) é
atribuida a liberagcdo de histamina e serotonina, que sdo responsaveis pelos
eventos vasculares (CRUNKHON e MEACCOCK, 1971). A segunda fase do
edema (3-6h) é resultante da liberacdo de prostaglandina, citocinas e 6xido
nitrico. Utilizando-se esta metodologia, foi observado que LASSBIi0-1410
apresentou um importante efeito anti-edematogénico, em ambas as fases,
provavelmente por inibir os estagios da inflamacdo, assim como reverteu a
hiperalgesia promovida pela carragenina no teste descrito por Randall-Selitto.

A analgesia mediada por opidides é investigado no sistema nervoso
central e varios mecanismos estdo interligados, particularmente, nas fases
iniciais da inflamacdo (HUA e CABOT, 2010). Acredita-se que o efeito anti-
inflamatorio esteja relacionado a ativacdo do receptor opidide nos neurénios,
prevenindo a liberagdo de noradrenalina e substancia P. A noradrenalina
aumenta a expressado de COX-2 (SCHLACHETZKI et al. 2010) e a substancia
P liberada produz degranulacdo de mastécitos, vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular com extravasamento de plasma, aumento da
producéo e liberacdo de enzimas lisossémicas, liberacdo de prostaglandinas e

de interleucina-1 e interleucina-6. Pode ainda estimular a sintese de 6xido
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nitrico (NO) pelo endotélio vascular, causando vasodilatacéo e extravasamento
de mediadores inflamatorios para os tecidos.

Como LASSBI0-1410 foi potente analgésico em modelo de dor aguda,
numa etapa seguinte foi avaliado seu perfil farmacolégico em modelo animal de
dor crénica. A dor neuropatica € produzida pelo dano ao tecido nervoso, e
possui mecanismos diversos, tanto periféricos quanto centrais, incluindo o
estado inflamatorio. Caracteriza-se pela aparicAo de hiperalgesia, dor
espontanea, parestesia e alodinia mecéanica e por frio (PISERA, 2005). Os
modelos de injdria constrictiva cronica (ICC) e ligadura do nervo espinhal (LNE)
séo testes eficientes e reprodutiveis para se estudar a dor neuropatica.

O derivado LASSBIi0-1410 preveniu o estabelecimento da dor
neuropatica nos modelos de ICC e LNE, possivelmente por modular os
mecanismos que estdo relacionados a génese desta condicdo. Como um
agonista opi6ide, LASSBIi0o-1410 poderia atuar hiperpolarizando as fibras
nociceptivas (pela abertura dos canais de K*) e diminuindo a liberagdo de
neurotransmissores (pelo fechamendo dos canais de Ca®"), o que resultaria em
diminuicdo da transmissdo do sinal doloroso, além disso, por apresentar um
efeito anti-inflamatério, LASSBio-1410 pode impedir o desenvolvimento da dor
neuropatica por diminuir a ativacdo de células que contribuem para esta
condicdo, como as células do sistema imune e as células da glia. Além disso,
LASSBIio-1410 promoveu efeito significativo anti-hiperalgésico em ratos ICC
demonstrando ndo somente agdo preventiva como terapéutica. O tratamento
oral de LASSBIi0-1410 em ambos os modelos de dor neuropatica, ICC e LNE,
reduziu a hiperalgesia térmica, porém nao reverteu a alodinia mecanica. Uma
justificativa a este fato seria a localizacdo dos receptores delta opidide. Estudos
de imunohistoquimica mostraram maior expressao de receptores delta opidide
em fibras amielinicas (fibra C) em contraste com fibras sensoriais. (WANG et.
al., 2010)

Abordagens genéticas reafirmam a importancia dos receptores delta
opidide na dor crénica. Camundongos knockout para receptores delta opidides
mostraram aumento da dor neuropatica e inflamatéria, o que demonstram uma
atividade endogena desta via que reduz a dor cronica. (NADAL et al, 2006)

A analgesia preemptiva que consiste em prevenir o desenvolvimento de

sensibilizacdo central seria a meta em algumas condi¢des clinicas evitando-se



79

o tratamento da dor ja estabelecida (JORGEN e STEEN, 2004). O conceito de
analgesia preemptiva foi formulado inicialmente na primeira década do século
XX, quando foi recomendada a associacdo de anestesia regional a geral para
prevenir a dor causada por mudancas no SNC durante o ato operatério, devido
a ndo supressao da conducdo do estimulo doloroso para o encéfalo. Em
animais submetidos a estimulos nociceptivos intensos, foram observadas
alteracdes sensoriais (dor continua, aumento de sensibilidade dolorosa e dor
em resposta a estimulos ndo dolorosos), decorrentes ndo apenas de
mecanismos periféricos, mas também por mudancas (hiperexcitabilidade) na
atividade da medula espinhal (GARCIA et al, 2001)

Assim, o derivado LASSBI0-1410 por promover a prevengcao do
estabelecimento da dor neuropatica, assim como reduzir a hiperalgesia térmica
no tratamento terapéutico, poderia ser util no desenvolvimento de farmacos
para uso na analgesia preemptiva e na dor neuropética.

Os opidides sdo farmacos analgésicos comumente utilizados para o
tratamento da dor de intensidade moderada a elevada. Embora seja uma
substancia conhecida ha aproximadamente 5.000 anos, somente nos ultimos
20 anos houve uma extraordinaria expansdo do conhecimento sobre os locais
e 0 mecanismo de acdo. Os analgésicos opidides sao caracterizados pelas
suas importantes diferencas farmacologicas derivadas de suas complexas
interacBes com trés tipos de receptores: y, O € K.

Os farmacos opidides mais utilizados para o tratamento da dor sdo os
agonistas u opidide. No entanto, ha uma série de complicagbes que podem
ocorrer com 0 uso desses farmacos, que incluem depressdo respiratoria,
sedacdo, constipacdo e dependéncia. Além disso, podem apresentar eficacia
variavel no tratamento da dor crbénica, em parte, pelo desenvolvimento de
tolerancia, existindo um debate sobre o uso de opidides no tratamento da dor
nao-oncoldgica cronica.( WILLIAMS et al, 2013)

Um desafio surgido com o uso de farmacos opidides foi separar os
efeitos analgésicos dos efeitos adversos. Deve ser considerado que o0s
opi6ides com maior poténcia analgésica sdo agonistas de receptores d, cuja
ativacdo é também responsavel pela depressao respiratoria (GOZZANI, 1994).
Os agonistas de receptores kK respondem, também, por depressao respiratéria

e, em um percentual elevado, por disforias (MC QUAY,1977). Agonistas K
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opidide s&o potencialmente alucinégenos, reduzindo o interesse no
desenvolvimento de farmacos para este alvo farmacologico com efeito central
para o tratamento da dor (PRADHAN et al, 2011).

Desta forma, existe o interesse em se avaliar novos agonistas &
opibides, uma vez que estudos recentes tém demonstrado efeitos
farmacolégicos benéficos no tratamento de desordens neurolégicas,
psiquiatricas e dor crbnica.

A dupla atividade de agonistas de receptores delta opidides na analgesia
e ansiedade € particularmente atraente em termos de definicdo de novas
estratégias terapéuticas, uma vez que estes podem eficazmente controlar
disturbios emocionais induzidos por dor, sendo assim, e por LASSBio-1410 ser
um derivado de uma série de moléculas planejadas a partir do zolpidem que
tem atuacdo no SNC, LASSBIio-1410 também foi avaliado em modelos de
ansiedade. Randall-Thompson, Pescatore e Unterwald (2010), mostraram a
importancia da ativacado de receptores d opiodide na amigdala, area principal
para o processamento emocional, na regulacdo de estados de ansiedade em
ratos submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado (plus maze), e este
efeito foi revertido com o antagonista naltrindol. LASSBio-1410 promoveu efeito
ansiolitico, uma vez que alterou o comportamento exploratério dos animais no
labirinto em cruz elevado (plus maze), aumentando o tempo dos animais nos
bracos abertos, e este efeito parece ser dependente da ativacdo de receptores
O opidide.

A possibilidade de LASSBIio-1410 interferir com a atividade e
coordenacdo motora dos animais foi investigada pelo fato deste composto
corresponder a parte da estrutura quimica de LASSBIio-873 que apresentou
efeito hipnoético/sedativo. Ratos tratados por via oral com LASSBIio-1410, ndo
apresentaram modificacdo na atividade motora e nem na coordenagdo motora
nas doses utilizadas e que produziram acéo antinociceptiva. Alguns autores
sugerem que a observacdo de que diferentes linhagens de animais possam
responder de forma diferente aos desafios ambientais estaria relacionada aos
fatores genéticos, e também linhagens diferentes possam apresentar liberacao
de serotonina no hipocampo ventral distintas, levando ao comportamento mais
ou menos ansioso (NELOVKOV, 2006)


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Jovita+F.+Randall-Thompson%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Karen+A.+Pescatore%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Ellen+M.+Unterwald%22
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No entanto, acdo sedativa mediada pela via opioide foi observada em
camundongos tratados por via i.p. com LASSBIi0-1410. Apesar da sedacéo,
estar associada frequentemente a acdo dos farmacos que atuam pela via
opidide, ndo seria fator limitante seu uso clinico para o tratamento da dor
cronica levando-se em consideracdo o0 seu potencial beneficio terapéutico.
Sendo assim LASSBIi0-1410 demonstrou ser uma excelente alternativa para a
continuidade do desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da dor

cronica.
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Conclusdo
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6 Conclusao

A partir do trabalho realizado pode-se concluir que o LASSBI0-1410
promoveu antinocicepcao em modelos de dor aguda e crbnica, e também efeito
anti-edematogénico e anti-inflamatoério. Pode ser considerado um protétipo para
o desenvolvimento de novos farmacos seletivos para o receptor delta opidide, o
qual tem sido amplamente pesquisado como alvo para o tratamento da dor.

LASSBI0-1410, em dose que nao interfere com atividade e coordenacao
motora, promoveu efeito significativo no tratamento da dor neuropética em
modelos de ICC e LNE. Além disso, o derivado apresentou atividade ansiolitica
mediada pela ativacdo de receptores opidides subtipo delta, o que poderia
contribuir no tratamento da dor crénica por interferir com o componente afetivo

da dor.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Artide history: We described herein the optimization of the synthetic methodology exploited to obtain the pyrazolo[3,4-
Received 7 September 2009 b]pyrrolo[3,4-d]pyridine sedative prototype 1a and novel analogues designed by successive molecular
Revised 7 November 2009 simplifications. By applying microwave irradiation during the hetero Diels-Alder key-step to obtain the
:::E;‘: ;glmvﬁg‘mﬁﬁr 2009 heterotricyclic scaffold, under solvent-free conditions, we were able to obtain the desired compounds

in drastically shorter times and better yields. Additionally, in vivo evaluation of the sedative effects of
these heterocyclic derivatives showed that 1a and the novel structurally-related analogue le were the

K""”d“? most efficient compounds to impair the locomotor activity in mice at the dose of 10 pmol/kg.
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