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RESUMO

CASTRO, Gustavo Nunes de Santana. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DO COMPOSTO SINTETICO
((2S,6S)-6-ETIL-TETRAIDRO-2H-PIRANO-2-1L) METANOL EM
CAMUNDONGOS. 2022. 86p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria). Instituto de
Veterinéria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2022.

A dor e a inflamacg&o podem ser geradas por uma infinidade de estimulos, por este motivo
analgésicos e anti-inflamatorios sdo farmacos muito prescritos durante a rotina clinica. O
objetivo deste estudo foi avaliar as atividades antinociceptiva e antiinflamatéria de
um novo composto sintético ((2S,6S)-6-¢etil-tetraidro-2H-pirano-2-1L) metanol (LS20).
A administracdo do composto foi capaz de induzir atividade antinociceptiva nos
modelos de contor¢des abdominais induzidas por acido acetico, formalina, retirada
da cauda e placa quente. O modelo de retirada de cauda foi utilizado com antagonistas
opioides, como a naloxona, metilnaltrexona, naltrindol e nor-binaltorfimina, e se
observou que em todos 0s casos, 0 efeito do LS20 era inibido. Para avaliar a possivel
participacdo das vias nitrérgica, colinérgica e serotoninérgica, os animais foram pré-
tratados com L-NAME, L-arginina, atropina, mecamilamina, ondansetron e PCPA, ndo
sendo observado reducdo do efeito antinociceptivo com a administracdo prévia em
nenhum destes testes. O resultado no teste de edema de pata indica efeito
antiedematogénico do composto. O composto foi capaz de reduzir a migragédo
leucocitaria na inflamacéo existente na bolsa de ar subcutaneo, e também demonstrou
atividade inibitéria sobre a producdo de TNF-a, IL-1beta e IL-6, porém ndo
demonstrou alteracdo nos niveis de IL-10. Observou-se auséncia de citotoxicidade, e
reducdo das concentracbes de TNF-a e IL-6, porém ndo houve alteracdo na producéo de
oxido nitrico. Observou-se a inibicdo seletiva da enzima COX-2. O composto LS20
demonstrou efeito antinociceptivo central, tendo este Gltimo contribuicdo do sistemas
opioide de maneira ndo seletiva.

Palavras-chave: analgesia, inflamacéo, dor, LS20, nocicepc¢ao



ABSTRACT

CASTRO, Gustavo Nunes de Santana. Evaluation Of The Anti-Inflammatory And
Antinociceptive Activity Of The Synthetic Compound ((2s,6s)-6-Ethyl-Tetrahydro-
2h-Pyrane-2-YI) Methanol In Mice. 2022. 86p. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2022.

Pain and inflammation can be generated by a multitude of stimuli, for this reason
analgesics and anti-inflammatories are drugs that are often prescribed during the clinical
routine. The aim of this study was to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory
activities of a new synthetic compound ((2S,6S)-6-ethyl-tetrahydro-2H-pyran-2-1L)
methanol (LS20). The administration of the compound was able to induce antinociceptive
activity in models of abdominal writhing induced by acetic acid, formalin, tail withdrawal
and hot plate. The tail flick model was used with opioid antagonists, such as naloxone,
methylnaltrexone, naltrindol and nor-binaltorphimine, and it was observed that in all
cases, the effect of LS20 was inhibited. To evaluate the possible participation of the
nitrergic, cholinergic and serotonergic pathways, the animals were pre-treated with L-
NAME, L-arginine, atropine, mecamylamine, ondansetron and PCPA, with no reduction
in the antinociceptive effect being observed with previous administration in any of these
tests. The result of the paw edema test indicates an antiedematogenic effect of the
compound. The compound was able to reduce leukocyte migration in existing
inflammation in the subcutaneous air pocket, and also demonstrated inhibitory activity
on the production of TNF-a, IL-1beta and IL-6, but did not demonstrate alteration in IL-
10 levels. Absence of cytotoxicity and reduction of TNF-a and IL-6 concentrations were
observed, but there was no change in nitric oxide production.Selective inhibition of the
COX-2 enzyme was observed. The compound LS20 demonstrated a central
antinociceptive effect, with the latter contributing to the opioid system in a non-selective
manner.

Keywords: analgesia, inflammation, pain, LS20, nociception
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1 INTRODUCAO

Segundo a IASP — International Association for the Study of Pain — a dor ¢é “uma
experiéncia sensitiva e emocional desagradavel, associada, ou semelhante aquela
associada, a uma lesdo tecidual real ou potencial” (RAJA et al., 2020). Os nociceptores
sdo um conjunto de terminagfes nervosas das fibras dos neurbnios nociceptivos que
produzem a nocicepc¢do. Eles transformam estimulos quimicos, mecanicos e/ou térmicos
em estimulo elétrico, que é transmitido ao Sistema Nervoso Central e, a partir da ativacao
dos nociceptores pela acdo das substancias algogénicas, ocorre 0 processo de nocicepcao
e, consequentemente, a algesia. A dor pode ser decorrente de inflamacg&o e/ou injaria dos
nervos, invasao dos nervos por neoplasias, injuria nas estruturas da medula espinal e
atividades anormais nas areas de processamento de informacéo da dor (KOPF et PATEL,
2010).

A literatura aborda diversos farmacos utilizados para o controle da dor em
medicina veterinaria, sendo principalmente os opioides e os anti-inflamatorios néo
esteroidais (AINEs) (DZIKITlIet al., 2006; HELLYER et al., 2007; IMAGAWA et al.,
2011).

Os AINEs sdo amplamente utilizados para reducdo de dor e edema associados a
inflamacdo. O mecanismo deles se da pela reducdo na sintese de prostaglandina e pela
inibicdo da enzima cicloxigenase (COX) no metabolismo do &cido araquidénico. A
interrupcdo do efeito citoprotetor das prostaglandinas pelos anti-inflamatérios nédo-
esteroidais resulta em toxicidade, principalmente no trato gastrointestinal e nos rins, e
assim limita seu uso terapéutico quando o tratamento em longo prazo € necessario
(McMAHON, 2001).

O efeito adverso mais evidenciado com o uso prolongado dos AINESs € o distdrbio
gastrointestinal, como vomitos e melena. Como a maioria dos farmacos desta classe
blogueia ambas as enzimas COX, as funcfes protetoras gastricas produzidas a partir das
prostaglandinas ndo estdo presentes. Isto torna o trato gastrointestinal susceptivel a
Ulceras, dispepsia e sangramento gastrico. As Ulceras gastricas e duodenais sdo
prevalentes na endoscopia (15-30%) em pacientes que fazem uso de AINEs (LAINE,
2003).

Os efeitos adversos renais dos anti-inflamatorios ndo-esteroidais sdo também
conhecidos e igualmente importantes. A funcdo renal normal € parcialmente dependente

da sintese de prostaglandinas e observa-se que ambas, COX-1 e COX-2, sdo importantes
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na producao de prostaglandinas envolvidas na dilatacdo da vasculatura renal (LOMAS et
GRAUER, 2015). A terapia com anti-inflamat6rios nao-esteroidais também esta
relacionada a disturbios cardiocirculatorios, como desenvolvimento de edema periférico,
elevacdo da pressdo arterial e, raramente, insuficiéncia cardiaca congestiva (PATRONO,
2016).

Os opioides de acdo central sdo analgésicos altamente eficientes, porém estdo
associados com o surgimento de efeitos adversos, incluindo nduseas e vomitos, depressao
respiratoria, retencdo urinaria, prurido, fadiga e acdes sobre o sistema nervoso central,
como: cefaleia, sonoléncia, tontura (KEITA et al., 2003). Outro fator limitante para o uso
dos opioides é sua baixa biodisponibilidade ap6s administragdo por via oral (KONGARA,
2018), o que compromete a qualidade analgeésica.

Opioides também apresentam efeitos adversos como tolerancia e dependéncia. A
manifestacao clinica da tolerancia é uma diminuicao na duracao do efeito apos uma dose
em bolus. A fosforilagdo do receptor, o desacoplamento da proteina G e a internalizacao
do receptor podem desempenhar um papel importante, além do envolvimento da ativacao
dos receptores NMDA e a producdo de 6xido nitrico. Ap6s a administracdo de doses
suficientes, todos os opioides podem induzir um estado de dependéncia fisica. A
descontinuacdo da droga causa uma sindrome estereotipada de abstinéncia, ou
abstinéncia, que inclui inquietacdo, midriase, arrepios, corrimento nasal, diarreia,
calafrios e comportamento de busca de drogas (EVERS et al., 2011).

Estas condi¢cdes adversas levam a necessidade de novas opcdes terapéuticas no
manejo da dor, seja como farmaco analgésico adjuvante ou principal, sendo de
fundamental importancia para o alivio da dor em condi¢des de dificil controle.

Na continua busca por novos farmacos analgésicos obteve-se 0 composto acido
(+)-cis-(6-¢etil-tetrahidropirano-2-il)-férmico, que apresentou importantes propriedades
antinociceptivas (MARINHO et al., 2006). A partir deste, alteracdes quimicas foram
propostas para o desenvolvimento de analogos com a finalidade de obter moléculas com
melhor perfil de atividade e menos efeitos adversos e o composto ((2s,6s)-6-etil-
tetrahidro-2h-pirano-2-il)-metanol (LS20) se apresentou como sendo 0 mais promissor.
Neste contexto, entende-se a relevancia do desenvolvimento de pesquisas que
investiguem o potencial terapéutico de novos compostos, a fim de otimizar a resposta

farmacoldgica no controle da dor e no tratamento de doencas inflamatdrias.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inflamacao

A inflamacdo é um processo que vem sendo bem estudado desde os tempos
antigos. E caracterizada por cinco sinais tipicos: rubor (vermelhid&o), calor (aumento de
temperatura), tumor (inchaco), dolor (dor) e functio laesa (perda de funcéo). Os primeiros
quatro signos foram descritos por Celso no século 1 d.C., enquanto o quinto foi adicionado
em 1871 por Virkow (RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

A inflamacdo é uma reagdo tecidual que entrega mediadores de defesa do
hospedeiro - células e proteinas circulantes - aos locais de infeccdo e lesdo tecidual
(Figura 1). Este fendmeno pode ser caracterizado pelo recrutamento de células e
extravasamento de proteinas plasmaticas pelos vasos sanguineos, além da ativacao dessas
celulas e proteinas nos tecidos extravasculares (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2016).
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Figura 1: Mediadores da inflamacéo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2016)

Independe da causa, a inflamagdo presumivelmente evolui como uma resposta

adaptativa para restaurar a homeostase (MEDZHITOV, 2008). O reconhecimento inicial



de um sitio infeccioso é mediado por macréfagos e mastdcitos residentes em tecidos,
levando a producdo de uma variedade de mediadores inflamatorios, incluindo
qguimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e produtos de cascatas
proteoliticas. O efeito principal e mais imediato desses mediadores € provocar localmente
a producdo de um exsudato inflamatério: proteinas plasmaticas e leucocitos
(principalmente neutréfilos) que normalmente estdo restritos aos vasos sanguineos e

passam a ter acesso aos tecidos extravasculares no local da leséo (MEDZHITOV, 2008).

2.1.1 Alteracdes vasculares e celulares

A liberacgdo inicial de histamina, substancia P (SP) e outros mediadores pelos
mastdcitos e macréfagos causa um aumento no fluxo sanguineo local, exsudagdo de
proteinas plasmaticas e ativacdo de terminacGes nervosas. Posteriormente ocorre um
acumulo local de fagdcitos no tecido, em resposta as citocinas. Tais fagocitos, uma vez
ativados, destroem microrganismos e substancias nocivas (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2016).

A migracdo leucocitéria se d& através de moléculas de adesdo do endotélio
vascular em consequéncia da resposta de quimioatraentes produzidos pelas células
sensibilizadas pela inflamagao ou lesdo tecidual. Este fendmeno se d& através de varios
mecanismos (Figura 2).

Neutréfilos e mondcitos circulantes sdo atraidos para o sitio inflamatério pela agdo
das substancias quimioatraentes, que alteram a expressdo do endotélio vascular pela
apresentacdo de moléculas de adesdo leucocitaria. Caso um microrganismo atinja o
espaco subepitelial, os leucocitos o reconhecem e respondem liberando citocinas, dentre
elas o fator de necrose tumoral o (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1), que s&o
imprescindiveis para o inicio da migracao leucocitaria (DOAN et al., 2021).

Em resposta ao TNF-a e IL-1, o endotélio vascular expressa E-selectina, em
contrapartida, neutréfilos e monaocitos expressam receptores de superficie que se ligam
especificamente as selectinas. Os leucdécitos ficam entdo ancorados ao endotélio e da-se
inicio ao processo de rolamento, uma vez que o fluxo sanguineo tem a capacidade de
interromper a ligagdo. E importante frisar que eritrocitos nio fazem a migragdo para o
tecido inflamado justamente por ndo apresentarem selectinas na sua superficie (MALE et
al., 2020).
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LICHTMAN; PILLALI, 2016)

Os leucdcitos também expressam moléculas de adesdo chamadas de integrinas,
que estdo presentes em estado de baixa atividade em células ndo sensibilizadas. As
quimiocinas liberadas pelos macrofagos teciduais ativados, como TNF-a ¢ IL-1, sdo
capazes de aumentar a atividade das integrinas, e uma vez ativadas, ocorre entdo a firme
ligacdo entre os leucdcitos e o endotélio, o que propicia o inicio da translocacédo celular
(MURPHY, 2014; PUNT et al., 2018).

2.1.2 Citocinas e mediadores inflamatorios

O TNF-a e a IL-1 sdo particularmente importantes durante a resposta inflamatoria.
O TNF-a é produzido principalmente por neutrofilos, linfocitos, células natural killer
(NK), endotélio e mastdcitos e tem muitas fun¢des no desenvolvimento da inflamacéo e
na ativacdo de outros leucdcitos (Figura 3) (MANTOVANI et al., 2004).
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Figura 3: TNF-a e suas fun¢des (MALE et al., 2020)

O TNF-a induz as moléculas de adesdo e quimiocinas no endotélio, que sdo
necessarias para o recrutamento leucocitario. O TNF-a e as citocinas relacionadas atuam
em uma familia de receptores causando a ativacao do fator de transcricdo NF-kB, este foi
descrito como um interruptor mestre do sistema imunoldgico (MALE et al., 2020).

O TNF-a induz imunidade antitumoral através de efeitos citotoxicos diretos em
células cancerosas e estimulando respostas imunes antitumorais; interage com as células
endoteliais para induzir a molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1), a molécula de
adesdo da célula vascular 1 (VCAM-1) e a E-selectina, permitindo a saida de granulécitos
para os locais inflamatorios. O TNF-a € um potente ativador de neutréfilos, mediando
aderéncia, quimiotaxia, degranulagdo e burst oxidativo (explosdo respiratoria € a
liberacdo rapida das espécies reativas de oxigénio, anion superéxido e perdéxido de
hidrogénio, de diferentes tipos de células). Além disso tem efeito inotrdpico negativo e é
o principal mediador do choque séptico (COMMINS; BORISH et STEINKE, 2010).

A IL-1 é produzida principalmente por células da linhagem mononuclear
fagocitica, mas também é produzida por celulas endoteliais, queratindcitos, células

sinoviais, osteoblastos, neutrofilos, células gliais e inimeras outras células. A producédo



de IL-1 é estimulada por uma variedade de agentes, incluindo endotoxinas, que estimulam
os receptores de padrdo molecular. Ela é sintetizada como precursor inativo sem uma
sequéncia secretora. O mecanismo para sua secrecdo depende da clivagem por uma
enzima conversora especifica, denominada enzima conversora de IL-1 ou caspase-1,
contida em um complexo intracelular especializado denominado inflamassoma, que cliva
as procitocinas em suas formas secretadas ativas (SIMS et al., 1993).

Uma das atividades bioldgicas mais importantes da IL-1 é sua capacidade de ativar
linfocitos T aumentando a producdo de IL-2 e a expressao de receptores de IL-2. Na
auséncia de IL-1, desenvolve-se uma resposta imune ou tolerancia diminuida. A producéo
de IL-1 (e outras citocinas derivadas de células apresentadoras de antigenos) durante a
resposta imune produz um espectro de alteragdes associadas ao estar doente (CERRETTI
etal., 1992).

A IL-1 interage com o sistema nervoso central para produzir febre, letargia, sono
e anorexia. Uma interacdo IL-1-hepatdcitos inibe a producédo de proteinas de manutencédo
(por exemplo, albumina) e estimula a sintese de peptideos de resposta de fase aguda (por
exemplo, peptideo amildide, peptideo C-reativo e proteinas do complemento). A IL-1
estimula a adesdo de células endoteliais de leucdcitos através da regulacdo positiva de
ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina. A IL-1 contribui para a hipotensdo do choque séptico.
TNF e IL-1 compartilham inimeras atividades bioldgicas, sendo a principal distin¢do que
0 TNF néo tem efeito direto sobre a proliferacdo de linfocitos (COMMINS; BORISH et
STEINKE, 2010).

As células fagociticas mononucleares sdo a fonte mais importante de IL-6;
entretanto, a IL-6 também é produzida por linfécitos T e B, fibroblastos, células
endoteliais, queratindcitos, hepatdcitos e células da medula 6ssea. Sob a influéncia de IL-
6, os linfécitos B diferenciam-se em plasmocitos maduros e secretam imunoglobulinas.
A IL-6 medeia a ativacdo, o crescimento e a diferenciacao de células T. Além da ativacédo
de linfocitos, a IL-6 compartilha vérias atividades com a IL-1, incluindo a inducdo de
pirexia e a producédo de proteinas de fase aguda. A IL-6 é o indutor mais importante de
proteinas de fase aguda (COMMINS; BORISH et STEINKE, 2010).

A 1L-10 é uma importante citocina imunorreguladora com maultiplos efeitos
biologicos em diferentes tipos de células. Embora a fonte primaria de células T para IL-
10 sejam os linfécitos T reguladores, mondcitos e células B sdo as principais fontes de
IL-10. IL-10 inibe a producéo de IFN-y pelos linfocitos TH1; IL-4 e IL-5 por linfécitos



TH2; IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a por fagocitos mononucleares; e IFN-y e TNF-a
por células NK (DEL PRETE et al., 1993).

A expressdo de MHC classe Il por células apresentadoras de antigenos (CAAS) é
inibida por I1L-10, assim como ICAM-1. A inibicdo de IL-10 da expressdo das moléculas
coestimuladoras CD80 e CD86 por células dendriticas e outras CAAs elimina a
capacidade da CAA de fornecer os sinais acessorios necessarios para a ativacdo das
células TH, que € a principal responsavel pela inibicdo da producdo de citocinas. No
entanto, IL-10 também funciona diretamente nas células T para inibir sua producéo de
citocinas, suprimindo a expressao de CD28 e como coestimulador de células T induziveis
(COMMINS; BORISH et STEINKE, 2010).

Quando atingem o local do tecido afetado, os neutréfilos séo ativados, seja por
contato direto com patégenos ou pela agdo de citocinas secretadas por células residentes
no tecido. Os neutrofilos tentam matar os agentes invasores liberando o conteudo toxico
de seus granulos, que incluem espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, proteinase,
catepsina G e elastase. Esses efetores altamente potentes ndo discriminam entre alvos
microbianos e hospedeiros, portanto, danos colaterais aos tecidos do hospedeiro sdo
inevitaveis (MEDZHITOV, 2008).

Os mediadores inflamatorios podem ser classificados em aminas vasoativas,
peptideos vasoativos, fragmentos de componentes do complemento, mediadores
lipidicos, citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas.

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, sdo liberadas quando os mastdcitos
e as plaquetas degranulam. Eles tém efeitos complexos na vasculatura, causando aumento
da permeabilidade vascular e vasodilatacdo, ou vasoconstri¢do, dependendo do contexto.
As consequéncias imediatas de sua liberacdo pelos mastdcitos podem ser altamente
prejudiciais em organismos sensibilizados, resultando em colapso vascular e respiratorio
durante o choque anafilatico (MEDZHITOV, 2008).

Os peptideos vasoativos podem ser armazenados em uma forma ativa em
vesiculas secretoras, como a sP, ou gerados pelo processamento de precursores inativos
no fluido extracelular (por exemplo, cininas). A sP é liberada por neurénios sensoriais e
pode causar degranulacdo de mastocitos. Outros peptideos vasoativos sdo gerados por
protedlise pelo fator Hageman, trombina ou plasmina e causam vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade vascular. O fator Hageman ativa a cascata calicreina-cinina, e 0

principal produto dessa cascata, a bradicinina, afeta a vasculatura, além de ter um potente



efeito pro-algésico. A sensacdo de dor tem um importante papel fisioldgico na inflamacao
ao alertar o organismo para o estado anormal do tecido lesado.

Os fragmentos do complemento C3a, C4a e C5a sdo produzidos por varias vias de
ativagdo do complemento. C5a promovem o recrutamento de granuldcitos e mondcitos e
induzem a degranulacdo de mastdcitos, afetando assim a vasculatura (MEDZHITOV,
2008).

Os mediadores lipidicos (eicosanoides e fatores de ativacdo de plaquetas) sao
derivados de fosfolipidios que estdo presentes nas membranas celulares. Apds ativagdo
por ions Ca®* intracelulares, a fosfolipase A: citosélica gera acido araquiddnico e acido
lisofosfatidico. O &cido araquidénico é metabolizado para formar eicosanoides tanto por
cicloxigenases (COX-1 e COX-2), que geram prostaglandinas e tromboxanos, quanto por
lipoxigenases, que geram leucotrienos e lipoxinas. A COX-2 é a isoforma predominante
da COX, mas ndo é fonte exclusiva de prostaglandinas, que sdo expressas
constitutivamente no cérebro e induzidas em tecidos lesados por IL-1p3, TNF-a ¢ IL-6. A
COX-1 é a principal fonte de prostanoides que medeiam funcGes fisioldgicas, mas
também pode estar envolvida em processos patolégicos (RONCHETTI; MIGLIORATI
et DELFINO, 2017).

As prostaglandinas E> (PGE) e 12 (PGIy), por sua vez, causam vasodilatagéo,
sendo a PGE; também hiperalgésica e potente indutora de febre. As lipoxinas inibem a
inflamacéo e promovem a resolucéo da inflamacé&o e o reparo tecidual. A segunda classe
de mediadores lipidicos, os fatores ativadores de plaquetas, sdo gerados pela acetilagdo
do &cido lisofosfatidico e ativam diversos processos que ocorrem durante a resposta
inflamatoria, incluindo recrutamento de leucdcitos, vasodilatacdo e vasoconstrigdo,
aumento da permeabilidade vascular e ativacao plaquetaria.

As enzimas proteoliticas (incluindo elastina, catepsinas e metaloproteinases de
matriz) tém diversos papéis na inflamacdo, em parte através da degradacdo da matriz
extracelular e proteinas da membrana basal. Essas proteases tém papéis importantes em
muitos processos, incluindo defesa do hospedeiro, remodelacao de tecidos e migracao de
leucdcitos.

Embora o efeito mais 6bvio dos mediadores inflamatdrios seja induzir a formacéo
de um exsudato (através de seus efeitos na vasculatura e na migracdo de leucocitos),
muitos mediadores inflamatorios tém outros efeitos igualmente importantes nas funcoes
neuroenddcrinas e metabolicas e na manutencgéo dos tecidos. homeostase em geral. Essas

funcbes dos mediadores inflamatorios refletem um papel mais geral da inflamagdo no
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controle da homeostase tecidual e na adaptacdo a condigdes nocivas (MEDZHITOV,
2008).

A resposta inflamatdria aguda bem-sucedida resulta na eliminacdo dos agentes
infecciosos e é seguida por uma fase de resolugdo e reparo, mediada por macrofagos
residentes em tecidos e recrutados. A mudanca nos mediadores lipidicos de
prostaglandinas pro-inflamatérias para lipoxinas, que séo anti-inflamatorias, é crucial
para a transicao da inflamacé&o para a resolucéo.

As lipoxinas inibem o recrutamento de neutrofilos e promovem o recrutamento de
monocitos, que removem as células mortas e iniciam a remodelacdo tecidual. As
resolvinas e as protectinas, que constituem outra classe de mediadores lipidicos, assim
como o fator de crescimento transformador- e os fatores de crescimento produzidos por
macrofagos, também tém papel crucial na resolugdo da inflamacdo, incluindo o inicio do
reparo tecidual (MEDZHITOV, 2008).

2.1.3 Indutores da inflamacéo

A resposta inflamatdria é coordenada por uma grande variedade de mediadores
que formam redes regulatorias complexas. Os indutores da inflamacdo, que podem ser
exdgenos ou enddgenos, sdo 0s sinais que iniciam a resposta inflamatoria, ativando
sensores especializados, que entdo provocam a producdo de conjuntos especificos de
mediadores.

Os indutores exdgenos podem ser classificados em dois grupos: microbianos e ndo
microbianos. Existem duas classes de indutores microbianos: padrées moleculares
associados a patogenos (PAMPs) e fatores de viruléncia. Os PAMPs sdo um conjunto
limitado e definido de padr6es moleculares conservados que séo carreados por todos 0s
microrganismos de uma determinada classe. Ja os fatores de viruléncia sao restritos aos
patdgenos, eles ndo sdo detectados diretamente por receptores especificos. Os efeitos
adversos de sua atividade nos tecidos do hospedeiro sdo responsaveis por desencadear a
resposta inflamatéria (MEDZHITOV, 2008).

Indutores exdgenos de inflamacdo incluem alérgenos, irritantes, corpos estranhos
e compostos toxicos. Certos alérgenos sdo detectados porque imitam a atividade de
viruléncia dos parasitas; outros podem atuar como irritantes no epitélio da mucosa. A

resposta inflamatdria induzida por ambos os tipos de alérgenos é bastante semelhante
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porque a defesa contra parasitas e irritantes ambientais depende da expulséo e eliminacéo
mediada pelo epitélio da mucosa (MAJNO, 2004).

Corpos estranhos sdo particulas indigeriveis que sdo grandes demais para serem
fagocitadas ou causam danos a membrana fagossomica em macréfagos. Se um corpo
estranho for muito grande para formar um célice fagocitario, o macréfago forma um
granuloma ao redor desse corpo. Em alguns casos, os macréfagos podem se fundir para
formar “células gigantes” que encapsulam o corpo estranho (RIZKI et RIZKI, 1992).

Indutores enddgenos de inflamacdo sdo sinais produzidos por tecidos estressados,
danificados ou com mau funcionamento. Durante a morte celular necrotica, por exemplo,
a integridade da membrana plasmatica é rompida, resultando na liberacdo de ATP, ions
K™, &cido Urico, e varios membros da familia de proteinas de ligacdo ao calcio S100. O
ATP se liga a receptores purinos na superficie dos macréfagos, resultando em efluxo de
fons K*, e pode cooperar com outros sinais para ativar o inflamassoma. O ATP também
ativa os nociceptores, levando a lesdo tecidual do sistema nervoso (MEDZHITOV, 2008).

Em tecidos sadios, as celulas epiteliais e as células mesenquimais séo
normalmente separadas umas das outras pela membrana basal, e a ruptura dessa barreira
resulta em interacGes epitélio-mesenquimais “ndo programadas”. Essas interagdes
indicam a presenca de dano tecidual e, consequentemente, iniciam respostas de reparo
tecidual. O dano ao endotélio vascular permite que proteinas plasmaticas e plaquetas
tenham acesso aos espagos extravasculares. Um regulador chave da inflamagéo derivado
do plasma, o fator Hageman é ativado pelo contato com coladgeno e outros componentes
da matriz extracelular. O fator Hageman ativado atua como um sensor de dano vascular
e inicia as quatro cascatas proteoliticas que geram mediadores inflamatérios: a cascata
calicreina-cinina, a cascata da coagulacdo, a cascata fibrinolitica e a cascata do
complemento. As plaquetas também sdo ativadas pelo contato com o colageno e
produzem varios mediadores inflamatdrios, incluindo tromboxanos e serotonina.

Outro grupo de indutores enddgenos de inflamacdo consiste em produtos de
degradacéo da matriz extracelular que séo gerados durante o mau funcionamento ou dano
tecidual. O componente mais bem estudado é o hialuronato de glicosaminoglicano. A
lesdo tecidual promove sua quebra em fragmentos de baixo peso molecular, que séo
inflamatérios, ativando o receptor tool-like 4 (TLR4) e promovendo uma resposta de
reparo tecidual (MEDZHITOV, 2008).

Os indutores de inflamacdo desencadeiam a producdo de numerosos mediadores

inflamatdrios, que por sua vez alteram a funcionalidade de muitos tecidos e 6rgéos. Esses
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mediadores podem ser derivados de proteinas plasmaticas ou secretados pelas células.
Alguns mediadores (como histamina e serotonina) sdo pré-formados e armazenados nos
granulos de mastdcitos, basofilos e plaguetas. Outros sdo pré-formados e circulam como

precursores inativos no plasma.

2.2 Nocicepcéo e Dor

A sensagdo de dor nos alerta para leséo real ou iminente e dispara respostas
protetoras apropriadas (RONCHETTI; MIGLIORATI; DELFINO, 2017). Segundo a
IASP — International Association for the Study of Pain — a dor é “uma experiéncia
sensitiva e emocional desagradavel, associada, ou semelhante aquela associada, a uma
lesdo tecidual real ou potencial.” (RAJA et al., 2020). A prépria definicdo da dor
demonstra a possibilidade de um individuo relatar a experiéncia de dor, sem apresentar

nenhuma regiéo lesionada/inflamada.

Uma interacdo complexa entre vérias respostas biologicas do sistema
imunologico, do sistema nervoso autdbnomo, da regulacdo vascular e dos sistemas
nervosos central e periférico em resposta aos insultos de lesdo tecidual, patdgenos e
irritantes compreende a sensacgédo de dor pelo corpo. A dor pode desempenhar um papel
protetor vital para um organismo, como é o caso da inflamagdo aguda que resulta na
percepcao da dor, evitando estimulos prejudiciais e estimulando a cicatrizacdo do tecido
danificado (MATSUDA; HUH et JI, 2019).

A terminologia nocicep¢do vem do latim nocere [fazer mal, lesar) e capere
(receber, perceber). Nocicepcao é definida como a codificacdo e 0 processamento de
estimulos nocivos no sistema nervoso (POSSO et al., 2017). Neurbnios aferentes
primarios podem detectar estimulos quimicos, térmicos e mecanicos nocivos, e 0 corpo
celular desses neurbnios reside nos ganglios trigeminal e da raiz dorsal (DRG)
(RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

12



2.2.1 Mediadores inflamatdrios na nocicepgao

Mediadores inflamatdrios, produzidos durante a inflamacéo, evocam dor via
ativacdo direta e sensibilizacdo de nociceptores. A PGE, é considerada um agente
sensibilizante porque aumenta a sensibiliza¢do dos nociceptores, diminuindo o limiar dos
canais de sddio resistentes a tetrodotoxina, modula o canal do potencial receptor
transitorio vanildide 1 (TRPV-1) para sensacdo de calor e sensibiliza os neurbnios
aferentes primérios a bradicinina. A bradicinina, liberada por mastécitos e tecidos
danificados, liga-se a receptores de bradicinina 2 que séo constitutivamente expressos em
neurdnios, como os polimodais C-nociceptores. Como consequéncia, o limiar de calor é
reduzido, o que causa a dor duradoura associada a inflamacdo (RONCHETTI;
MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

O fator neurotréfico derivado do cérebro (FNDC) contribui para a sensibilizacao
central dos neurdnios nociceptivos do corno dorsal e é induzido por estimulos
inflamatorios. A concentracdo de FNDC é aumentada no cortex cingulado anterior (CCA)
durante a inflamacdo periférica, e que isso € suficiente para induzir certas alteracbes
plasticas. Acredita-se que o CCA seja importante na antecipacdo de um estimulo
doloroso, de modo que o FNDC pode ser considerado um facilitador da dor e um
contribuinte para 0s mecanismos subjacentes a dor crénica. As células imunes juntamente
com a glia e 0s neurdnios constituem uma rede integrada na qual uma resposta imune
desencadeada por um estimulo inflamatério modula a dor resultante (RONCHETTI,
MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

Os nociceptores sdo um subconjunto de neurbnios aferentes primarios, com
corpos celulares localizados no DRG e nos ganglios do trigémeo, que respondem a lesdo
tecidual e s@o constituidos por fibras C ndo mielinizadas e fibras Ad mielinizadas que
inervam a pele, os muasculos, as articulagdes e as visceras. Esses neurdnios sensiveis a
lesdo tecidual sinalizam através da ativacdo ou sensibilizacéo de receptores acoplados a
proteina G, receptores ionotropicos e receptores de tirosina quinase localizados em
terminais nervosos e corpos celulares (MATSUDA; HUH et JI, 2019).

O fenbmeno da sensibilizacdo periférica, que € marcado por um estado de
hipersensibilidade e hiperexcitabilidade de nociceptores como resultado de lesdo tecidual
e inflamacdo, é causado pela ativacdo de uma colecao variada de canais iénicos, incluindo

0s canais ibnicos potenciais do receptor transitorio (TRPA-1, TRPV-1 e TRPV-4), canais
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de sodio (Navl.7, Navl.8 e Nav1.9) e canais de ions piezossensiveis mecanossensiveis
(Figura 4) (PINHO-RIBEIRO; VERRI Jr et CHIU, 2017; MATSUDA; HUH et JI, 2019)
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Figura 4: Mediadores de liberagado de células imunes que produzem sensibilizac¢do periférica
de neuro6nios sensoriais nociceptores e dor (PINHO-RIBEIRO; VERRI Jr et CHIU, 2017)

As proteinas quinases, incluindo MAP quinases, proteina quinase A (PKA) e
proteina quinase C (PKC) séo ligacdes de ativacdo criticas nas vias de sinalizacdo do
receptor de nociceptores, levando a indugdo e manutencdo da sensibilizacdo periférica,
que é marcada pelo aumento da atividade do TRPV-1 em resposta ao TNF e aumento da
atividade Nav1.8 em resposta a IL-1B. A expressdo elevada continuada de TRPV-1
mantém o estado de sensibilizacdo periférica e, consequentemente, a transi¢cdo de dor
aguda para crénica (MATSUDA; HUH et JI, 2019).

Nociceptores e células imunes estdo envolvidos na comunicagdo neuroimune
envolvendo um repertério comum de mediadores inflamatdrios, incluindo citocinas,
quimiocinas e TLRs. Assim, no contexto da inflamacdo e da dor, as interacOes
neuroimunes permitem a modulacao do nociceptor e da resposta imune a lesdo, regulando
as células imunes residentes, bem como o recrutamento de populacées de células imunes
para a area de inflamacao local, aferentes primarios e ganglios da raiz dorsal (DRG)
(MATSUDA; HUH et JI, 2019).
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E importante salientar que a inflamac&o aguda n&o sé induz a dor, mas também
promove a resolucdo da dor através da producdo de mediadores pro-resolucdo
especializados, incluindo resolvinas (RvD1, RvD2, RvD5, RvE1), protectina (PD1) e
maresina (MaR1). Mediadores pro-resolucdo especializados produzidos durante a fase de
resolucdo da inflamacdo, exibem potentes acGes anti-inflamatdrias e sdo analgésicos
potentes que inibem e resolvem a dor inflamatdria e a dor pos-operatéria (MATSUDA,
HUH et JI, 2019).

A inflamacdo periférica também resulta em hiperatividade do sistema nervoso
central (SNC), incluindo a medula espinal e o cérebro, bem como os terminais centrais
aferentes primarios na medula espinal e no nucleo trigeminal. O SNC exibe aumentos na
producdo e liberacdo de neurotransmissores e/ou neuromoduladores envolvidos na
inflamacéo, incluindo glutamato, neuropeptideos, sP e peptideo relacionado ao gene de
calcitonina (CGRP), bem como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), quando
persistentemente ativado por estimulos inflamatorios de nociceptores periféricos
(MATSUDA; HUH et JI, 2019).

A interacdo entre células imunes e células gliais caracteriza a neuroinflamacéo, na
qual a liberacdo de mediadores inflamatorios tem papel critico na patogénese da dor
cronica. As células imunes sdo recrutadas no local da inflamagéao e sua ativacao leva a
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, como citocinas e quimiocinas. A
degranulacdo dos mastocitos residentes estd envolvida no desencadeamento da
nocicepc¢ao, tanto por meio da interacdo direta com 0s terminais nervosos periféricos
através da molécula de adesdo celular N-caderina, quanto indiretamente pela liberagéo de
histamina, bradicinina e outros mediadores vasodilatadores. A degranulacdo de
mastocitos também leva ao répido inicio da hiperalgesia induzida pelo fator de
crescimento nervoso (RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

Certas citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, IL-6 e IL-1p, desempenham um
papel direto na geracdo e manutencdo da dor, facilitando a sensibilizacdo central e a
hiperalgesia. Os neurbnios nociceptivos possuem receptores para essas citocinas em sua
superficie, e a neutralizacdo dessas citocinas pode resultar em rapida reducgéo da dor antes
da atenuacdo da inflamacdo. O TNF-a é um iniciador de dor neuropatica e sua injegdo
intratecal tem um efeito pro-nociceptivo. A IL-6 é uma citocina que transfere sinais

imunes periféricos para 0 SNC. A IL-6 demonstrou desempenhar um papel importante na
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dor neuropatica ap6s lesdo nervosa, e a administracdo de anticorpo anti-IL-6 atenua
significativamente a alodinia mecanica. A IL-1p ¢ a primeira citocina envolvida na lesdo
do nervo periférico. Sua expressdo aumenta em uma variedade de doengas autoimunes
nas quais a dor é uma caracteristica principal, e € amplamente produzida pelas células
gliais e regulada positivamente apds lesdo do nervo periférico. A IL-1p tem a capacidade
de induzir a expresséo de outros fatores pro-inflamatérios que juntos contribuem para a
inducdo e manutencédo da dor (RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

Os receptores de PGE. contribuem para a hiperalgesia inflamatdria,
principalmente na sensibilizacéo periférica. A expressdo e a superficie celular e o trafego
axonal do TRPV-1 séo potencializados pela PGE;, potencializando assim a atividade
deste receptor (RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

Em geral, muitos mediadores da cascata inflamatdria induzem direta ou
indiretamente uma resposta nociceptiva, mas alvos farmacoldgicos especificos ainda
precisam ser identificados (Figura 5) (RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO,
2017).

As metaloproteinases de matriz (MMPs), estdo associadas a0 processo
inflamatorio. Alguns deles exercem efeitos pro-inflamatérios, enquanto outros estdo
envolvidos na resolucdo da inflamacdo. As MMPs séo liberadas por varias células
vasculares e ndo vasculares, incluindo células endoteliais, fibroblastos, monocitos e
macrdfagos e aumentam a permeabilidade do vaso. E importante ressaltar que MMP-2 e
MMP-9 tém sido implicados na geracdo e manutenc¢do da dor neuropatica, e sua secrecao
por macrofagos residentes, células de Schwann, astrdcitos e microglia desempenha um
papel importante no desenvolvimento da hipersensibilidade a dor crénica. As proteases
desempenham papéis fundamentais na dor induzida pela inflamacdo (RONCHETTI;
MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

O estresse psicologico é uma condicdo que causa ativacdo das vias
neuroenddcrinas em direcdo a periferia que, em Ultima analise, leva a liberacdo de
glicocorticdides pelo eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal (HPA). A bem conhecida
modulacdo do sistema imune pelos glicocorticoides inclui mudancas no trafego celular,
secrecao de citocinas, producdo de anticorpos e ativacdo e proliferacdo de células imunes.
Uma resposta aguda ao estresse estimula o sistema imunol6gico a reagir, enquanto uma

prolongada causa efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores. Portanto, 0s
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glicocorticoides representam um elo fundamental entre o sistema nervoso e o controle da
inflamacdo (RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

Capsaicina
baixo pH

Figura 5: Mediadores relacionados a dor inflamatéria (RONCHETTI; MIGLIORATI et
DELFINO, 2017)

2.2.2 Neurotransmissores na nocicepgao

O glutamato € um importante neurotransmissor excitatério no SNC que esta
envolvido na dor aguda e cronica. A PGE2 amplifica a transmissao sinéptica estimulando
a liberacdo de glutamato, e a inibicdo da COX-2 previne a liberacdo de glutamato dos
terminais nervosos, ligando assim a inflamacdo ao glutamato e a dor. O glutamato
desempenha um papel modulador no DRG ap6s hiperalgesia mecénica inflamatéria
periférica. A liberacdo de glutamato ativa os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) em
celulas gliais satélites. Os receptores NMDA sdo amplamente estudados no contexto da
dor. Eles desempenham um papel importante tanto na inflamacdo quanto na
sensibilizacdo central induzida por lesdo nervosa, e foram propostos como alvos

farmacoldgicos para o tratamento da dor neuropatica.

A entrada nociceptiva persistente, por sua vez, resulta no desenvolvimento de
sensibilizacdo central, marcada pela hiperatividade e hiperexcitabilidade dos neurénios
no cérebro e na medula espinal. Além disso, ha envolvimento particular de receptores

NMDA de glutamato pds-sinapticos e insercdo de receptores AMPA na membrana
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plasmatica, bem como ativacdo de neurdnios pds-sinapticos, para iniciar e manter a
sensibilizacdo central (MATSUDA; HUH et JI, 2019).

Os opioides endogenos sao atores importantes na modulagéo da dor. A inflamacao
aumenta a expressdo de opioides nas células do sistema imunoldgico e nos estagios
iniciais da inflamacdo. Nos terminais periféricos dos neurdnios sensoriais, 0s opioides
liberados pelas células imunes ativam os receptores opioides, passando pela bainha
perineural danificada. Essa interacdo entre células imunes e neurdnios sensoriais
periféricos é provavelmente necessaria para a entrega de peptideos opioides em estreita
proximidade com os receptores opioides, o que resulta no alivio da dor. Também foi
postulado que os opioides periféricos desempenham um papel anti-inflamatorio através
da inibicdo da secrecdo de noradrenalina, sP e TNF-a das células neuronais
(RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

A sP é expressa em todo o sistema nervoso e imunoldgico e pode induzir a
liberacdo de citocinas por varios tipos de células, desempenhando assim um papel critico
na modulacdo das respostas imunes em locais periféricos, como os tratos gastrointestinal
e respiratorio durante a inflamacdo. A sP também demonstrou aumentar a inflamacéo no
SNC e estimular a producdo de citocinas inflamatorias por mondcitos/macrofagos,
linfocitos T e mastocitos, bem como a liberagdo de granulos contendo mediadores
inflamatorios de neutrofilos, mastdcitos e eosinofilos. Juntamente com a neurocinina A
(NK-A), neurocinina B (NK-B) e o CGRP, a sP contribui para a inflamag&o neurogénica
e ativa mastdcitos, microglia e astrocitos (RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO,
2017).

O O6xido nitrico (NO) é uma molécula mensageira que possui diversos alvos
moleculares. Ele pode ser gerado por trés isoformas diferentes da enzima NO sintase: NO
sintase neuronal, NO sintase induzivel e NO sintase endotelial. Todas as isoformas
utilizam L-arginina como substrato. O éxido nitrico é um mediador importante de
nocicepcdo. No entanto, também é capaz de induzir a analgesia. O papel do 6xido nitrico
no controle central da dor foi demonstrado através da administracdo
intracerebroventricular de L-arginina e do doador de oOxido nitrico 3-
morfolinosidnoimina em camundongos, o que produziu antinocicepcao. O efeito induzido
pela L-arginina também foi antagonizado por um inibidor de NO sintase neuronal. Os

mecanismos moleculares envolvidos na a¢do analgésica do 6xido nitrico envolvem uma
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relacdo entre a via NO-GMPc e a abertura de canais de K™ sensiveis a ATP (CURY etal.,
2011; FORSTERMANN et SESSA, 2012).

A 5-HT no corno dorsal da medula espinal contribui muito para a modulacéo da
dor. Os receptores inibitorios 5-HT1a € 0s receptores excitatorios 5-HTaazc, 5-HT3 € 5-
HT7 que contribuem fortemente para a transmissao nociceptiva sdo expressos no corno
dorsal da medula espinal. Esses receptores estdo presentes nos terminais pré-sinapticos
das fibras nervosas aferentes primarias, interneurénios inibitorios, interneurénios
excitatorios e neurdnios de projecdo, e modificam a transmissao nociceptiva (OBATA,
2017).

No sistema nervoso central, os receptores serotoninérgicos estdo localizados
principalmente no tronco encefalico nos ndcleos da rafe e se projetam para a maior parte
do cérebro, incluindo o mesencéfalo, regides corticais pré-frontal, parietal e occipital,
hipocampo, cortex cingulado, tdlamo, cerebelo e medula espinal. A serotonina atua como
um importante neuromodulador com efeitos nociceptivos e antinociceptivos. O receptor
5-HT1a no SNC de estudos em modelo de rato estd associado a inibicdo da dor
(antinocicepcdo) na coluna, enquanto o 5-HT periférico pode ser responsavel pelo
aumento da resposta inflamatdria, exercendo assim um efeito nociceptivo (PAREDES et
al., 2019).

2.2.3 Vias de conducéo e modulatorias da dor

Os nociceptores sdo um conjunto de terminacGes nervosas das fibras dos
neurénios nociceptivos que produzem a nocicepcdo. Eles transformam estimulos
quimicos, mecanicos e/ou téermicos em estimulo elétrico, que é transmitido ao SNC e, a
partir da ativacdo dos nociceptores pela agdo das substancias algogénicas, ocorre o
processo de nocicepcao e, consequentemente, a algesia. A dor pode ser decorrente de
inflamacdo e/ou injuria dos nervos, invasdo dos nervos por neoplasias, injuria nas
estruturas da medula espinal e atividades anormais nas areas de processamento de
informacdo da dor (KOPF et PATEL, 2010).

Os neurdnios nociceptivos primarios sao nociceptores cutaneos encontrados nos
terminais das fibras Ad e C, que sao fibras finas e ndo mielinizadas, respectivamente.
Sinais aferentes periféricos transmitem estimulos nociceptivos para a substancia cinzenta

do corno dorsal da medula espinal e, se esses estimulos persistirem, as fibras C aumentam

19



a conducdo sinaptica nos neurénios da raiz dorsal, sensibilizando assim o SNC (Figura
6).
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Figura 6: As vias da dor (GOTTSCHALK et SMITH, 2001)

Alguns desses neurdnios se projetam para o tronco encefalico ou para o sistema
talamo-cortical e isso consequentemente leva a uma resposta consciente a dor. Essa
sensibilizacdo central é essencial para o desenvolvimento de hiperalgesia e alodinia e
envolve a ativacdo dos receptores NMDA pelo glutamato. Por outro lado, o trato neural
descendente que inibe a transmisséo do sinal de dor representa o sistema antinociceptivo
e inclui peptideos opioides, serotonina, norepinefrina e dopamina. Esses
neurotransmissores sdo liberados por neurdnios intermediarios no corno dorsal da medula
espinal, que por sua vez sao ativados pelos mecanismos opioide e gabaérgico da regido
cinzenta periaquedutal (RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

Quando a sensacdo de dor atinge o cérebro, o sistema inibitdrio descendente é
mobilizado a partir de uma variedade de locais no cortex cerebral e ativa a substancia
cinzenta periaquedutal (PAG). O PAG controla de perto o bulbo rostroventromedial
(RVM) e modifica a dor através da projecdo de fibras do RVM para o corno dorsal da
medula espinal. O RVM inclui o ndcleo magno da rafe, que projeta abundantes fibras

serotoninergicas para o corno dorsal da medula espinal. As projecdes serotoninérgicas
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descendentes do RVM para o corno dorsal da medula espinal exercem efeitos inibitdrios
e facilitadores no processamento da dor, dependendo do estado da dor, aguda ou crénica
(OBATA, 2017).

As vias modulatérias descendentes da dor podem exercer tanto um tipo de
influéncia de inibicdo (inibicdo descendente) quanto de facilitacdo (facilitacdo
descendente) no processamento da informacgdo nociceptiva da medula espinal, e essa
influéncia também depende do tipo de receptor onde 0s neurotransmissores estdo atuando.
Bardin et al. (2000) demonstraram em seu estudo experimental que antagonistas de
receptores de 5-HTs e 5-HTyc poderiam produzir uma inibicdo total dos efeitos
antinociceptivos de 5-HT. A ativacdo dos receptores 5-HTz na coluna pode inibir a
sensacdo nociceptiva, enquanto seu bloqueio potencializa a resposta pela ativacdo do
sistema interneurébnio GABAérgico (PAREDES et al., 2019)

Os mediadores envolvidos na dor, que podem ser produzidos por irritantes
exogenos (formalina e acido acético, por exemplo) sdo responsaveis pela multiplicidade
de eventos que ocorrem durante a transmissdo da dor, em ambos 0s sistemas nervosos
periférico e central (ALAM et al., 2012).

O estimulo nocivo da periferia é transmitido, através da medula espinal, para areas
do sistema nervoso central, resultando na sensacao fisioldgica da dor atrelada a uma
resposta emocional negativa (KHALID et TUBBS, 2017).

Ao contrério da dor fisioldgica, a dor inflamatoria origina-se do dano tecidual e
inicia a ativacdo dos terminais periféricos das fibras nervosas nociceptivas. O limiar
fisioldgico é reduzido na presenca de um estimulo nocivo, como no caso de nociceptores
cutdneos que sdo sensibilizados a estimulos térmicos e nociceptores presentes em tecidos

profundos, como masculos e articulagdes, que sdo sensibilizados a estimulos mecéanicos.

Essa sensibilizacdo engloba uma série de mediadores que se ligam diretamente a
receptores localizados nos terminais das fibras periféricas. Um desses receptores é o
TRPV-1, um canal ibnico ativado por calor nocivo, baixo pH e capsaicina, que €
fundamental para a hiperalgesia inflamatdria. O TRPV-1 pode regular a dor através do
SNC, e ndo apenas do sistema nervoso periférico, em casos de dor crénica. Também o
TRPA-1, que pertence & mesma familia TRP, € um ator central na sensibilizagdo
periférica (RONCHETTI; MIGLIORATI et DELFINO, 2017).

A dor fisiologica tem um carater protetor, porém quando € persistente, se torna

patoldgica e incapacitante. E essencial que o sistema nervoso codifique e reconheca este
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estimulo doloroso o mais rapidamente possivel, para assim evitar danos teciduais
(KHALID et TUBBS, 2017).

No caso da dor cronica, € importante conseguir mensura-la na clinica, para que a
progressdao da doenga e a resposta da pessoa ou animal ao tratamento possam ser
monitorados. Na area da pesquisa, também é importante a mensuracdo da dor, mas neste
caso o objetivo é fornecer resultados significativos que irdo promover a nossa
compreensdo dos mecanismos da dor ou como esta pode ser tratada de maneira mais
adequada (JOHNSON, 2016).

Técnicas baseadas na primeira resposta de um animal frente a um estimulo
progressivamente crescente séo referidas como testes de limiar de dor ou teste sensorial
quantitativo. Estes provaram ser muito Uteis em uma variedade de situacOes
(DICKINSON; LEACH; FLECKNELL, 2009; LOVE; MURRELL; WHAY, 2011).

As respostas aos estimulos nociceptivos tém componentes reflexos e cognitivos.
Os componentes reflexos sdo processados na medula espinal dentro do dermatomo do
estimulo (reflexos segmentares) e em associacdo com outros dermatomos (reflexos
longos). Eles geralmente envolvem a retirada do membro estimulado ou espasmos da
musculatura na area estimulada (JOHNSON, 2016).

Os componentes cognitivos sdo aqueles que incluem os centros superiores do
sistema nervoso central, sdo considerados mais complexos e mais globais quando
comparados aos componentes reflexos. O estado da fungdo cognitiva de um animal é,
portanto, decisivo na medida em que ele tera a percepc¢do da dor como resultado de um
estimulo nocivo especifico (JOHNSON, 2016).

A partir disto, a identificagdo de compostos capazes de combater a dor e a
inflamacdo com efeitos adversos limitados € um objetivo proeminente na pesquisa

biomédica.

2.3 Composto ((2S,6S)-6-etil-tetraidro-2H-pirano-2-1L) metanol

As etapas envolvidas no processo de pesquisa e desenvolvimento de farmacos
baseia-se, simplificadamente, no estudo de compostos para o tratamento de doencas. A
primeira etapa consiste na descoberta de um composto com atividade terapéutica. Na
segunda etapa séo feitos testes in vitro para avaliacdo das propriedades bioldgicas das

moléculas obtidas, por meio de bioensaios in vivo estudando o metabolismo e
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investigando a farmacocinética e farmacodinamica nos animais, o que é considerado o
estudo pré-clinico. Na terceira e Gltima etapa do processo sao realizados estudos clinicos,
em varias fases, etapa denominada estudo clinico (ZHANG et al., 2018).

Numa busca por substéncias bioativas de fontes naturais, detectou-se uma
substancia ativa, nas cascas de uma planta medicinal brasileira do género Vitex, com
propriedades analgésicas comprovadas pelo modelo tail-flick. Tal substancia foi entéo
isolada, e sua estrutura foi atribuida provisoriamente como &cido (+)-cis-(6-etil-
tetrahidropirano-2-il)-formico. A fim de confirmar sua estrutura, e fornecer grandes
quantidades desta substancia para posterior ensaios farmacologicos, foi realizada a sintese
laboratorial deste composto e ensaios farmacoldgicos demostraram que ele também é
analgésico (MIRANDA et al., 2004).

Marinho et al. (2006) avaliaram os efeitos antinociceptivos do acido (+)-cis-(6-
etil-tetrahidropirano-2-il)-formico através de diversos testes, evidenciando que este
composto pode mediar a antinocicep¢do em sitios periféricos, espinais e supraespinais
mesmo quando administrada por via oral por meio da ativacéo de receptores opioides.

Capim et al. (2012) realizaram modificaces quimicas do composto &cido (+)-cis-
(6-etil-tetrahidropirano-2-il)-formico com o objetivo de melhoria da atividade
antinociceptiva e também diminuicdo de efeitos adversos, obtendo-se entdo 10 novas
moléculas derivadas, dentre estas, o composto ((2S,6S)-6-etil-tetraidro-2H-pirano-2-il)

metanol, denominado aqui de LS20, se apresentou como a mais promissora.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

e Auvaliar a acdo antinociceptiva do composto LS20 sob condicdes de dor aguda;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do composto LS20 sob condi¢des de
inflamacéo aguda;

e Elucidar os mecanismos responsaveis pelas suas atividades antinociceptiva e anti-

inflamatéria.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antinociceptiva do composto LS20 sobre a dor aguda através
dos modelos de formalina, contor¢Ges abdominais induzidas por acido acético,
retirada da cauda e placa quente;

e Avaliar a possibilidade de interferéncia da performance motora sobre o efeito anti-
nociceptivo demonstrado pelo composto LS20, através do teste de Rotarod;

e Avaliar a participacdo do sistema opioide sobre o efeito antinociceptivo do
composto LS20, através da administracdo prévia de naloxona e antagonistas
seletivos opioides no modelo de retirada da cauda;

e Avaliar a participacdo do sistema nitrérgico sobre o efeito antinociceptivo do
composto LS20, atraves da administracdo prévia de L-NAME e L-arginina no
modelo de retirada da cauda;

e Auvaliar a participagdo do sistema colinérgico sobre o efeito antinociceptivo do
composto LS20, através da administracdo prévia de atropina e mecamilamina no
modelo de retirada da cauda;

e Auvaliar a participagdo do sistema serotoninérgico sobre o efeito antinociceptivo
do composto LS20, atraves da administracdo prévia de PCPA e ondansetron no
modelo de retirada da cauda;

e Avaliar a atividade antiedematogénica do composto LS20 no modelo de edema
de pata induzido por carragenina;

e Avaliar a migracéo de leucécitos e promover a quantificagdo de citocinas (TNF a

e IL-1pB) a partir do modelo de bolsa de ar subcutaneo;
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Avaliar a atividade enzimatica das enzimas cicloxigenases 1 e 2 frente ao
composto LS20;

Avaliar a toxicidade aguda do composto LS20;

Avaliar a citotoxicidade in vitro do composto LS20;

Avaliar o potencial de inibi¢do da producdo de citocinas e 6xido nitrico em ensaio

in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos swiss machos, com peso de 20-25g. Os protocolos
experimentais para este estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
do instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude (CEUA/ICBS- UFRRJ) — sob n° 012/2018
(ANEXO). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 +
1° C) e ciclo claro-escuro de 12h. Agua e a alimentagdo ad libitum, porém a racdo foi

retirada 8h antes da administragé&o oral dos tratamentos.

4.2 Tratamentos

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

o Veiculo: solucdo salina com dimetilsulféxido, na concentracdo de 5% (v/v), para
a solubilizacdo do composto. Os grupos de animais tratados com veiculo foram feitos
para demonstrar que este ndo interfere na atividade antinociceptiva e/ou anti-inflamatdria.
o Composto ((2S,6S)-6-¢til-tetraidro-2H-pirano-2-il) metanol (LS20).
Administrado por via oral (v.0) nas doses de 10, 100, 300 e 500 pmol/kg.

o Fentanil: agonista de receptores opioides. Utilizado como controle positivo nos
modelos de contor¢des abdominais, formalina, imersdo da cauda em agua quente e
rotarod administrado por via subcutanea (s.c) na dose de 0,6 pmol/kg (GONCALVES et
al., 2021).

o Dexametasona: anti-inflamatorio esteroidal. Utilizado como controle positivo nos
modelos de edema de pata e bolsa de ar subcutanea. Administrado por via subcutanea
(s.c.) nadose de 5,7 umol/kg (SANTOS et al., 2015).

o Acido acetilsalicilico: anti-inflamatorio n&o esteroidal. Utilizado como controle
positivo no modelo de formalina. Administrado por via oral (v.0) na dose de 1,11
mmol/kg (GONCALVES et al., 2016).

o L-N6-(1-iminoetil)-lisina (LNIL): Foi utilizado como controle positivo (inibidor
especifico de iINOS) na quantificacdo de 6xido nitrico celular, sendo administrado na

concentragdo de 50 pg/ml em cada pogo.

26



o Acido galico: Foi utilizado como controle positivo na quantificaco de citocinas,

sendo administrado na concentragédo de 10 pg/ml em cada pogo.

4.3 Agentes quimicos

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

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

o Carragenina: A carragenina foi preparada na concentracdo de 10 mg/ml.
Administrada em volume de 0,1 mL, 60 minutos ap6s a administracdo oral dos
tratamentos no modelo de edema de pata e de bolsa de ar subcutaneo. No modelo de
edema de pata a carragenina foi administrada em uma das patas traseiras dos animais.

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

. N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME): inibidor ndo-seletivo da 6xido nitrico
sintase. Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 3,7 umol/kg no modelo de
imersdo da cauda em agua quente (GONCALVES et al., 2016).

o L-arginina: Precursor do éxido nitrico. Administrado por via intraperitoneal (i.p)
na dose de 20 pumol/kg no modelo de imersdo da cauda em agua quente (MARINHO et
al., 2013).

. Naltrindol: antagonista seletivo de receptor opioide do tipo 6. Administrado por
via intraperitoneal (i.p) na dose de 7,2 umol/kg no modelo de imersdo da cauda em agua
quente (GONCALVES et al., 2016).

o Metilnaltrexona: antagonista seletivo periférico de receptor opioide do tipo p.
Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 8,4 umol/kg no modelo de imerséo
da cauda em agua quente (GONCALVES et al., 2016).

. Nor-binaltorfimina: antagonista seletivo de receptor opioide do tipo x.
Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 4,5 pmol/kg no modelo de imerséo
da cauda em agua quente (GONCALVES et al., 2016).
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o Atropina: antagonista ndo-seletivo de receptor muscarinico colinérgico.
Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 17,2 umol/kg no modelo de imerséo
da cauda em agua quente (ROSAS-BALLINA et al., 2011).

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

o Ondansetron: antagonista seletivo de receptor serotoninérgico do tipo 5-HTs.
Administrado por via intraperitoneal (i.p) na dose de 1,7 umol/kg no modelo de imersdo
da cauda em agua quente (ROSAS-BALLINA et al., 2011).

o 4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA): Inibidor da sintese de serotonina. Administrado
por via intraperitoneal por 3 dias consecutivos (0,5 mmol/kg) (HESS et al., 2010).

o Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio (MTT): Foi

adicionado 1 mg/ml a cada poco para avaliacdo da viabilidade celular.

4.4 Modelos experimentais

4.4.1 Teste de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético

Este modelo foi usado para triagem da atividade antinociceptiva (KOSTER et al.,
1959). Solucédo salina, veiculo e o composto LS20 (10, 100 e 300 pumol/kg) foram
administrados por via oral, enquanto fentanil (0,6 pmol/kg) foi administrado por via
subcutanea. As contor¢bes abdominais foram induzidas pela administracdo
intraperitoneal de 0,01 ml/g de &cido acético (0,8%). A contagem do nUmero de
contorcgdes foi iniciada imediatamente apds a injecdo e permaneceu por um periodo de 30
minutos (Figura 7). O padrdo de contor¢do abdominal estabelecido para contagem foi o
aparecimento de fortes contragcdes abdominais, alongamento de todo o corpo do animal,
seguido pelo alongamento dos membros posteriores e contato do abdémen com o

assoalho do recipiente em que o animal se encontra.
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-60(v.0) 0 min 30 min

Contagem do niimero
de contorgbes

Administragao de Acido acético
Administragio de
farmacos

Figura 7: Protocolo do modelo de contor¢do abdominal

4.4.2 Teste da formalina

Este modelo foi utilizado para avaliagdo da dor inflamatdria e ndo-inflamatéria
(HUNSKAAR e HOLE., 1987). Solucdo salina, veiculo, acido acetilsalicilico (1,11
mmol/kg), e o composto LS20 (10, 100 ¢ 300 umol/kg) foram administrados por via oral,
enquanto fentanil (0,6 pumol/kg) foi administrado por via subcutanea. Injetou-se 0,02 mL
de uma solucéo de formalina a 2,5% em uma das patas traseiras. Posteriormente, mediu-
se 0 tempo (em segundos) que o animal permaneceu lambendo a pata em que foi
administrada a solucdo. A medida do tempo foi feita em duas fases: a primeira chamada
neurogénica, entre 0 e 5 minutos apds a injecdo da formalina e a segunda fase chamada

inflamatdria, entre 15 e 30 minutos apds a injecao (Figura 8).

-60 (v.0) 0 3 15 30 min
- — [ ——
| “Fase 2° Fase
Administracio de Administragdo de Formalinad 2,5%
farmacos

Figura 8: Protocolo do modelo da formalina

4.4.3 Modelo de imersao da cauda em agua quente

Este modelo foi utilizado para avaliagdo da atividade antinociceptiva né&o-
inflamatoria envolvendo circuitos espinais (BEN-BASSAT et al., 1959). Os animais
foram tratados com solugéo salina, veiculo e o composto LS20 (10, 100 e 300 umol/kg)
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por via oral, assim como fentanil (0,6 pumol//kg) no grupo controle positivo, por via
subcuténea. Neste modelo, o animal foi imobilizado dentro de um recipiente cilindrico e
a cauda foi imersa (aproximadamente 2 cm) em banho-maria com &gua aquecida a uma
temperatura de 50 = 1°C. Mediu-se o tempo (em segundos) em que o animal demorou a
retirar a cauda de dentro da agua, tempo este chamado de “tempo de laténcia”. Foram
feitas oito medidas dos tempos de laténcia com intervalos de 20 minutos entre cada uma
delas (Figura 9). As primeiras duas medidas foram realizadas antes da administracdo dos
farmacos (chamadas de medidas controle). Para se evitar danos teciduais causados pela
temperatura na cauda dos animais, calculou-se um “cut-off” de 3 vezes o valor da linha
de base. Os resultados foram expressos como tempo de reatividade em segundos.

Na tentativa de elucidacdo do mecanismo de acdo do composto LS20, grupos
experimentais receberam antagonistas especificos (L-NAME, L-arginina, atropina,
mecamilamina,  ondansetrona,  4-cloro-DL-fenilalanina  (PCPA),  naloxona,
metilnaltrexona, nor-binaltorfimina e naltrindol) por via intraperitoneal, 15 minutos antes
da administragéo oral do composto.

Administracao de

Antagonistas
-15

40 -20 0 20 40 60 80 100 120 min

Medidas Controle Tempos de laténcia
(linha de base)

Administragio dos farmacos

Figura 9: Protocolo do modelo de imerséo de cauda em agua quente
4.4.4 Modelo da placa quente

Este modelo foi utilizado para avaliacdo de atividade antinociceptiva néo-
inflamatdria envolvendo circuitos supraespinais (SAHLEY et BERNTSON, 1979). Os
animais foram tratados com soluc¢éo salina, veiculo e o composto LS20 (10, 100 e 300
umol/kg) por via oral, assim como fentanil (0,6 pmol//kg) no grupo controle positivo, por
via subcuténea. Os animais foram colocados em uma placa aquecida a uma temperatura

de 55 + 1°C. Registrou-se (em segundos) o tempo que o animal leva para retirar e/ou
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lamber as patas posteriores, denominado como tempo de laténcia (Figura 10). Foram
feitas 8 medidas dos tempos de laténcia com intervalos de 30 minutos entre cada uma
delas. As primeiras duas medidas foram realizadas antes da administracdo dos farmacos
(medidas controle). Para se evitar danos teciduais causados pela temperatura na cauda
dos animais, calculamos um “cut-off” de 3 vezes o valor da linha de base. Os resultados

foram expressos como tempo de reatividade em segundos.

-60 -30 0 30 60 90 120 150 180 min
——— 1
Medidas Controle Tempos de laténcia

{linha de base)

Administracio
de farmacos

Figura 10: Protocolo do modelo de placa quente

4.4.5 Teste de Rotarod

Este modelo foi realizado para avaliar a integridade do sistema motor dos animais.
Solucdo salina, veiculo e o composto LS20 (100 umol/kg) foram administrados por via
oral, assim como fentanil (0,6 umol//kg) por via subcutanea. O procedimento da barra
giratdria, descrito por Dunham et Miya (1957), € capaz de detectar prejuizos neurolédgicos
como ataxia, sedacéo e hiperexcitabilidade e foi executado em um aparelho composto por
uma barra plastica rugosa de 3 cm de didmetro e de 50 cm de comprimento.

O procedimento consiste na avaliacdo da capacidade do animal em se manter
sobre uma barra que gira a uma velocidade de 20 rpm, permitindo-se até trés recondugdes
apos queda, durante o periodo de avaliagdo que é de 1 minuto (Figura 11). Considerando
gue uma parcela dos animais pode nédo ser naturalmente apta a se manter sobre a barra
giratoria, procedeu-se a uma pré-selecdo na qual foram descartados de todo o
procedimento 0s animais ndo-aptos. Esta pré-selecdo consistiu em uma sessdo
experimental realizada no dia anterior ao do teste. A avalia¢do consistiu na contagem do

numero de quedas no intervalo de 1 minuto.
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numero de quedas

Administracio
de farmacos

Figura 11: Protocolo do modelo de Rotarod

4.4.6 Modelo de edema de pata

Este modelo de avaliacdo edematogénica utiliza a técnica de pletismografia
(FERREIRA et VAN ARMAN, 1979), que consiste na utilizagdo do pletismémetro, um
equipamento capaz de registrar pequenas varia¢es no volume de liquido deslocado pela
insercdo da pata, até a articulacdo tibio-tarsica. Solugéo salina, veiculo e 0 composto LS20
(100, 300 e 500 umol/kg) foram administrados por via oral, e a dexametasona foi
administrada por via subcutanea (5,7 pmol/kg). 60 minutos apds a administracdo dos
farmacos, o edema foi induzido pela injecéo intraplantar de 0,02 mL de carragenina (1%,
p/v) na pata esquerda do animal. Na pata direita injetou-se 0 mesmo volume de solugéo
salina. O edema foi avaliado nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas ap0s a injecdo da carragenina
(Figura 12).

TEMPO (horas)

e
' Tempos de medida
Farmacos do edema das patas

Inje¢do intraplantar de Carragenina (0,02 mL)
PE (pata esquerda) = agente inflamatdrio
PD (pata direita) = Soro fisiologico

Figura 12: Protocolo do modelo de Edema de Pata
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4.4.7 Modelo da bolsa de ar subcutaneo

Solucéo salina, veiculo e o composto LS20 (100, 300 e 500 pumol/kg) foram
administrados por via oral, e a dexametasona foi administrada por via subcutanea (5,7
pumol/kg). Uma area do dorso dos animais (3cm x 2,5 cm) foi desinfetada. 7 ml de ar
estéril foram injetados subcutaneamente em um Unico ponto (VIGIL et al., 2008). As
bolsas de ar foram injetadas com ar estéril em dias alternados por 3 dias. Durante este
periodo foi feita a avaliacdo do modelo, em que caso ndo fosse observado eritema,
inchaco, exsudacdo e vazamento de ar, seria considerado que o modelo foi estabelecido
com sucesso. No quarto dia entdo, os animais receberam 1 ml de solucdo de carragenina
(1%) administrada por via subcutanea no interior da bolsa de ar subcutaneo e 4 horas
depois foram eutanasiados com uma sobredose de pentobarbital (Figura 13).

Os animais foram entéo fixados em uma mesa cirurgica e uma incisdo na pele foi
feita para perfurar a bolsa de ar. A cavidade subcutanea foi lavada com 1 ml de tampéo
fosfato salina estéril (pH 7,6 contendo NaCl (130 mM), Na;POs (5 mM) e KH2PO4 (1
mM) e heparina (20 Ul/mL) em &gua destilada. As amostras de lavado subcutaneo foram
coletadas e uma aliquota de 20uL do lavado subcuténeo de cada animal foi transferida
para um Eppendorf® contendo 380uL de liquido de Turk, possibilitando assim a
coloracdo dos leucécitos e sua posterior contagem em camara de Neubauer sob

microscopia éptica.

1° dia 3° dia 4° dia
Injecéio de ar estéril Injecio de ar estéril Administracio Injeciode  Eutandsia e coleta
de Féarmacos (v.0.)  carragenina do lavado
| — —_—

1 Hora 4 Horas

Figura 13: Protocolo do modelo de bolsa de ar subcutaneo
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4.4.8 Quantificacdo de mediadores inflamatorios

Objetivando quantificar as citocinas IL-1p, TNF-a, IL-6 e IL-10 presentes nos
exsudatos, estes foram centrifugados a 170 x g por 10 min a 4° C, os sobrenadantes foram
coletados 4 horas apés a realizacdo do modelo de bolsa de ar subcutaneo. Se procedeu
entdo a determinacdo da concentracdo destas citocinas em aliquotas (50uL) do lavado
subcutaneo. Para isto, foram utilizados kit’s de imunoensaio enzimatico (ELISA Kit
Mouse, Cayman Chemical®), os quais mensuram as concentracoes de IL-1B, TNF-a, IL-
6 e, IL-10 na amostra através do método de ELISA, semelhante ao estudo de RAMANA
et al. (2007).

4.4.9 Cultura de células

Mondcitos-macrofagos de camundongo RAW 264.7 (ATCC® TIB-71TM) foram
cultivados em frascos com meio Institute Roswell Park Memorial-1640 (RPMI-1640)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina e 15 mM de HEPES
em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar a 37° C. Quando as
culturas formaram uma monocamada confluente, as células foram tripsinizadas,
centrifugadas e adicionadas a uma placa de 96 pocos com RPMI a uma densidade de 2 x

106 células/ml.

4.4.10 Avaliacao de citotoxicidade in vitro

O método colorimétrico MTT proposto por Mosmann (1983) foi utilizado para
andlise de citotoxicidade. Duas linhagens celulares diferentes foram usadas: RAW 264.7
(de macrdfagos) e 1929 (de fibroblastos). Aproximadamente 1 x 10 células/pogo foram
semeadas em placas de 96 pocos incubadas na presenca de 5% de CO2 a 37° C durante a
noite. As células foram expostas a diferentes concentracdes de amostra (7,8 - 500,0
pg/ml). Apds 24 h de incubagdo, 100 ul de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT) (1 mg/ml) foram adicionados a cada poc¢o e incubados por
mais 2 h (Figura 14). Apds o meio ser aspirado, 0,1 ml de DMSO foi adicionado as células
para dissolver o formazan. A absorbéancia de cada grupo foi medida em leitor de
microplaca em comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram expressos em

porcentagem de viabilidade e os experimentos foram realizados em triplicata.
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Incubacgdodascélulas 24h Adicaode MTT 2h Analise
com as amostras

Figura 14: Protocolo experimental do modelo de avalia¢éo de citotoxicidade

4.4.11 Determinacdo indireta in vitro de 6xido nitrico

A fim de determinar a producdo de NO em cultura de células, a concentracéo de
nitrito nos sobrenadantes de células aderentes RAW 264.7 foi medida usando a reacao de
Griess. Os macrdfagos foram semeados em placas de 96 pocos a uma densidade de 1,2 x
10* células/pogo e incubadas a 37° C na presenca de 5% de CO2 por 24 h. As células
foram expostas a diferentes concentracGes de LS20 (0-100,0 pug/ml) durante uma hora
seguido por 1 pg/ml de ativagdo com LPS durante 20 h. L-N6-(1-iminoetil)-lisina (L-NIL
- um inibidor especifico de INOS - 50 pg/ml) foi usado como controle positivo. Apés 20
h, o nitrito foi quantificado no sobrenadante da célula usando o reagente de Griess
(GREEN et al., 1982) (Figura 15). A absorvancia foi determinada em um leitor de
microplaca a 540 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados

expressos como média + EPM da concentracgdo de nitrito (LM).

Incubacdo das células 1h Ativacdo 20h Quantificacdo
com as amaostras com LPS de nitrito

Figura 15: Protocolo experimental do modelo de determinacao indireta de 6xido nitrico

4.4.12 Determinagéo in vitro de citocinas

Para quantificacdo de citocinas, as células RAW 264.7 foram semeadas em placas
de 96 pogos em uma densidade de 1,2 x 10* células/pogo e incubadas a 37 ° C na presenca
de 5% de CO- por 24 h. As células foram expostas a diferentes concentracdes de LS20
(1,0 - 100,0 pg/ml) e estimuladas com LPS (1 pug/ml). O &cido galico (10 pg/ml) foi usado
como controle positivo. Apds 24 h, o sobrenadante celular foi removido e utilizado para
quantificacdo das citocinas IL-6 e TNF-a por ELISA, e para anticorpos e padrdes
especificos para cada citocina (Figura 16). A absorvancia foi determinada em um leitor
de microplaca a 450 e 570 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e os

resultados expressos em pg/ml.
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Incubacaodascélulas 1h Ativacdo 24h Analise
com as amostras com LPS

Figura 16: Protocolo experimental do modelo de determinacéo de citocinas

4.4.13 Ensaio de inibicdo de COX in vitro

A atividade inibitoria direta de LS20 - em varias concentragdes - nas atividades
COX-1 e COX-2 foi medida com um kit de ensaio de triagem de inibidor COX (Cayman
Chemical®) de acordo com as instrugdes do fabricante, com base na medicdo de
prostaglandina (PG) por ELISA e sua absorbancia foi determinada através de leitor de
ELISA.

4.4.14 Avaliacgdo toxicolégica oral aguda

Foi realizado modelo de toxicidade aguda, ou chamado também de dose fixa de
acordo com o modelo experimental descrito por Lorke (1983) a fim de determinar os
valores de DLsg. Uma Unica dose oral de LS20 (5 mmol/kg) foi administrada a um grupo
de animais. Foi considerada a dose de acordo com os critérios de classificacdo da
comunidade Europeia (OGA et CAMARGO, 2003). Os animais foram colocados
posteriormente em uma camara de observacdo onde foram observados parametros
comportamentais além de outros como convulsdo, hiperatividade, perda do reflexo,

alteracdo da frequéncia respiratoria e sedacao.

4.5 Analise estatistica

Todos os resultados foram quantificados e expressos como média * erro padrdo
da média (EPM). Grupos experimentais de 6 animais foram usados para todos os ensaios
bioldgicos. A suposicdo de distribuicdo normal de dados foi avaliada com o teste de
Shapiro-Wilk. Para os dados que passaram no teste de normalidade, comparacoes
paramétricas foram realizadas. Nesse caso, a significancia estatistica entre os grupos foi
realizada pela aplicagdo de analise de variancia (ANOVA) em uma via para os modelos
de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, formalina, rotarod, bolsa de ar
subcutaneo, viabilidade celular, determinacdo in vitro de citocinas e 6xido nitrico, e de

duas vias para o modelo de edema de pata, imersdo de cauda e placa quente, ambos
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acompanhados pelo teste post hoc de Bonferroni. Os valores de p menores que 0,05; 0,01
e 0,001 foram usados como referéncia. Em adicdo, o0 método de regressao nao linear foi
utilizado para calcular Clso na atividade COX. Todos 0s testes estatisticos foram feitos
utilizando o Software GraphPad 6.0 (San Diego, CA, USA).

37



5 RESULTADOS

5.1 Teste de contorcbes abdominais induzidas por acido acético

A administracao de 0,1ml/g de acido acético (0,8%) por via intraperitoneal (i.p.)
produziu 72,2 + 7,3 contor¢bes em um intervalo de 30 minutos no grupo controle. A
administracdo oral do composto LS20 nas doses de 10, 100 e 300 pumol/kg e fentanil (0,6
umol/kg) foi capaz de inibir o nimero de contor¢des abdominais em relacdo ao grupo
experimental controle de forma dose-dependente, indicando a atividade antinociceptiva
deste composto (Tabela 1) (Figura 17). Os percentuais de inibicdo do numero de
contorcBes abdominais obtidos foram: 46,3% (38,8 + 7,2 contorcdes), 54,0% (33,2 £ 4,6
contorgdes) e 65,1% (25,2 + 6,3 contorgdes), respectivamente para as doses de 10, 100 e
300 umol/kg. A administracdo subcutanea de fentanil (0,6 umol/kg) inibiu 0 nimero de
contor¢Ges abdominais em aproximadamente 70,5%, quando comparada ao grupo
controle. Com relagdo ao grupo veiculo, houve inibigédo de 3,3% do nimero de contorgdes
abdominais (69,8 + 4,2) quando comparado com grupo controle, ndo apresentando entre

si diferenca estatistica.

Tabela 1: Modelo de contorg¢des abdominais induzidas por acido acético

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

Controle 72,2+7,3

Veiculo 69,8 +4,2 3,3%

Fentanil 21,3 + 3,2%** 70,5%

LS20 10 pmol/kg 38,8 + 7,2** 46,3%

LS20 100 pumol/kg 33,2 + 4,6*** 54,0%

LS20 300 pmol/kg 25,2 + 6,3*** 65,1%

**p < 0,01 e ***p < 0,001 entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, fentanil e doses
crescentes do composto, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.
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Figura 17: Efeito antinociceptivo do composto LS20 no modelo de contor¢des abdominais
induzidas por &cido acético. Os animais foram tratados por via oral com solucéo salina,
veiculo, fentanil (0,6 pmol/kg) e LS20 — 10, 100 e 300 pmol/kg. Os resultados s&o expressos
como média + E.P.M. (n = 6) do nimero de contorcdes. A significancia estatistica (**p <
0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e 0s grupos tratados com fentanil,
veiculo e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de
Bonferroni

Numero de Contorc¢des

5.2 Teste da formalina

Os animais foram tratados com o composto LS20 (10, 100 e 300 umol/kg; v.0).
O fentanil (0,6 pmol/kg; s.c.) e 0 &cido acetilsalicilico (1,11 mmol/kg; v.0.) foram
utilizados como controle positivo para antinocicepgdo. Nos grupos de animais tratados
somente com a salina (controle negativo) e o veiculo, o tempo de lambedura (em
segundos) obtido na 1° fase foi de 76,4 + 11,2 e 77,34 £ 12,3, e 0 tempo de lambedura
(em segundos) obtido na segunda fase foi de 180,1 £ 10,1e 171,2 + 32,1, respectivamente.
N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos.

Na 1° fase do modelo, os percentuais de reducdo do tempo de lambedura foram
de aproximadamente 6,8% (71,2 £ 7,8 segundos), 13,2% (66,3 £ 7,2 segundos) e 45,9%
(41,3 = 5,4 segundos) para as doses de 10, 100 e 300 umol/kg, respectivamente,
apresentando diferenca significativa em relagdo ao grupo controle somente com a maior
dose. O percentual de reducédo do tempo de lambedura proporcionado pelo fentanil e pelo
acido acetilsalicilico foi, respectivamente, 47,3% (40,2 * 8,2 segundos) e 10,6% (68,3 +
6,3 segundos), apresentando diferenca significativa em relacéo ao grupo controle somente

com o grupo fentanil.
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Com relacdo a 2° fase do modelo, os percentuais de reducdo do tempo de
lambedura foram de aproximadamente 22,9% (138,7 + 18,5 segundos) e 41,5% (105,3 =
11,2 segundos) para as doses de 100 e 300 pumol/kg, ambos apresentando diferenca
significativa em relagéo ao grupo controle. A dose de 10 pmol/kg ndo apresentou redugao
no tempo de lambedura. O percentual de reducdo do tempo de lambedura proporcionado
pelo fentanil e pelo acido acetilsalicilico foi, respectivamente, 59,8% (72,3 + 14,5
segundos) e 52,6% (85,3 + 22,1 segundos), ambos apresentando diferenca significativa

em relagdo ao grupo controle (Tabela 2) (Figura 18).

Tabela 2: Tempos de lambedura, em segundos, no modelo de formalina

Tempo de Lambedura (segundos — Média + EPM)

Tratamentos 1° Fase 2° Fase
Tempo (S) % Tempo () %
Controle 76,4+ 11,2 180,1 + 10,1
Veiculo 77,34 +12,3 1712+ 32,1
Fentanil 40,2 + 8,2* 47,3% 72,3 + 14 5*** 59,8
Acido 68,3 + 6,3 10,6 85,3 +22,1** 52,6
acetilsalicilico
LS20 10 umol/kg 71,2+7,8 6,8 189,6 + 21,0
LS20 100 66,3 + 7,2 13,2 138,7 + 18,5* 22,9
pmol/kg
LS20 300 41,3 +5,4* 45,9 105,3 +11,2* 41,5
umol/kg

*p<0,05; p<0,01 e***p<0,001entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo,
fentanil, acido acetilsalicilico e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA acompanhado
pelo teste de Bonferroni.
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Figura 18: Efeito antinociceptivo do composto LS20 no modelo de formalina. Os animais
foram tratados por via oral com solucéo salina, veiculo, fentanil (0,6 pmol/kg; s.c.), Acido
acetilsalicilico (AAS - 1,11 mmol/kg) e LS26 — 10, 100 e 300 pmol/kg. Os resultados sao
expressos como média + E.P.M. (n = 6) do tempo de lambedura. A significancia estatistica
(* p<0,05, p<0,01e***p <0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados
com veiculo, fentanil, &cido acetilsalicilico e doses crescentes do composto, por One-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

5.3 Modelo de imerséo da cauda em agua quente

Neste teste, os animais foram tratados com o composto LS20 (10, 100 e 300
umol//kg; v.0). O fentanil (0,6 pmol//kg) foi utilizado como controle positivo. A figura
19 demonstra que a administracdo de 300 pmol//kg do composto LS20 apresenta
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, apresentando 143,6% de aumento
em relacdo a area sob a curva, enquanto o fentanil mostrou 292,6% de aumento,
confirmando assim o seu efeito antinociceptivo no modelo. O composto LS20 na maior
dose demonstrou efeito a partir do tempo de 40 min, enquanto o fentanil demonstrou em

todas as medidas feitas (Tabela 3).
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Tabela 3: Tempos de laténcia, em segundos, no modelo de imersao da cauda em dgua quente

Tempo de Laténcia (segundos — Média + EPM)

Tratamentos Linha 20min 40min 60min 80 min 100 min 120 min

de Base
Controle 238 + 239 + 241 + 241 + 244 + 243 + 242 +
0,3 0,9 0,9 0,6 0,8 0,6 0,3
Veiculo 3,75 + 391 + 391 + 389 + 390 + 387 + 390 +
0,6 1,1 0,4 0,7 0,6 0,9 0,5
Fentanil 3,89 + 10,98 + 10,87 + 10,98 + 10,98 + 10,54 + 10,66 +
017 0,6*** 0,8*** 017*** 0,8*** 112*** 0,8***
LS20 10 352 + 420 + 360 + 450 + 350 + 330 + 290 +
pmol/kg 0,6 0,5 1,2 0,9 0,7 0,5 0,3
LS20 100 3,09 + 345 + 311 + 265 + 302 + 306 + 258 +
pumol/kg 0,6 0,9 0,8 1,1 1,0 0,5 0,3
LS20 300 4,78 + 514 + 645 + 708 + 576 + 597 + 6,07 +
umol/kg 0,6 1,0 0,8** 0,7***  0,9* 0,9* 1,2*

*p <0,05; ** p<0,01 e ***p < 0,001 entre o grupo controle e 0s grupos tratados com veiculo, fentanil
e doses crescentes do composto, por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.
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Figura 19: Efeito antinociceptivo do composto LS20 (LS26 - 10, 100 e 300 pmol/kg) no
modelo de imersao da cauda em agua quente. Em A, os animais foram tratados por via oral
com solucéo salina, veiculo, fentanil (0,6 pmol/kg; s.c.) e doses crescentes do composto (10,
100 e 300 pmol/kg). Em B, representacdo do calculo da &rea sob a curva. Os resultados sdo
expressos como média £ E.P.M. (n = 6) do tempo de reatividade. Em A, a significancia
estatistica (*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e 0s
grupos tratados com veiculo, fentanil e doses crescentes do composto, por Two-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Em B, a significancia estatistica (**p < 0,01 e
***n < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e 0s grupos tratados com veiculo, fentanil
e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

5.3.1 Avaliacdo do sistema opioide e do sistema nitrérgico sobre o efeito

antinociceptivo do composto LS20 no modelo de retirada da cauda

A figura 20 mostra o efeito induzido pela administragéo isolada do composto
LS20 na dose de 300 umol//kg e combinada com a prévia administracdo de naloxona (15

umol/kg; antagonista nao-seletivo de receptor opioide), L-NAME (3,7 pmol/kg; inibidor
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ndo seletivo da oOxido nitrico sintase) e L-arginina (20 umol/kg; precursor do o6xido
nitrico). Podemos observar uma reducdo do efeito antinociceptivo produzido pelo
composto LS20 com a prévia administracdo de naloxona, na ordem de 37,1% de reducéo
da éarea sob a curva, ndo sendo observada reducdo do efeito antinociceptivo pela
administracdo de L-NAME e L-arginina, de modo a apresentar uma possivel participacdo

do sistema opioide na agcdo do composto (Tabela 4).

Tabela 4: Avaliacdo da influéncia da administracdo prévia de Naloxona, L-NAME e L-
arginina sobre os tempos de laténcia induzidos pelo LS20 no modelo de imersdo da cauda
em agua quente

Tempo de Laténcia (segundos - Média + EPM)

Tratamentos Linha 20min 40min 60 min 80 min 100 min 120 min

de Base
LS20 478 + 514 + 645 + 7,08 + 576 + 597 + 6,07 +

0,6 1,0 0,8 0,7 0,9 0,9 1,2
LS20 + N 352 + 364 + 398 + 402 + 336 + 357 + 321 +

0,7 0,3 0,9 1,2* 1,0 0,9* 0,4*
LS20 + L- 3,09 + 423 + 536 + 654 + 631 + 589 + 6,02 +
NAME 0,4 1,0 1,0 0,9 0,7 0,8 0,6
LS20 + L- 330 + 456 + 568 + 639 + 698 + 654 + 545 +
arginina 0,3 0,8 1,1 1,0 0,5 0,4 0,5

*p < 0,05 entre o composto isolado e 0 composto associado a naloxona, L-NAME e L-arginina por
Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.
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Figura 20: Influéncia da administracdo prévia de naloxona (N), N-nitro-arginina-L-metil
éster (L-NAME) e L-arginina sobre o efeito antinociceptivo induzido pelo composto LS20
(300 umol/kg) no modelo de imersdo da cauda em agua quente. Em A, Os animais foram
pré-tratados intraperitonealmente com naloxona (15 pmol/kg), L-NAME (3,7 pmol/kg), e
L-arginina (20 pmol/kg) 15 minutos antes da administracdo do composto. Em B,
representacéo do céalculo da area sob a curva. Os resultados sdo expressos como média +
E.P.M. (n = 6) do tempo de reatividade. Em A, a significancia estatistica (*p < 0,05) foi
calculada entre o composto isolado e 0 composto combinado a naloxona, L-NAME e L-
arginina por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Em B, a significancia
estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre o composto isolado e o composto combinado a
naloxona, L-NAME e L-arginina por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

Considerando a possivel participacdo do sistema opioide no mecanismo de acao
do composto, foi entdo avaliada a participacao seletiva de receptores opioides (i, & € k).
Na figura 21 foi avaliada a interferéncia da administracédo prévia de metilnaltrexona (8,4
umol/kg; antagonista seletivo do receptor p opioide), de naltrindol (7,2 pmol/kg;
antagonista seletivo do receptor & opioide) e de nor-binaltorfimina (4,5 pumol/kg;
antagonista seletivo do receptor k opioide) sobre o efeito antinociceptivo do composto
LS20, sendo observado que todos os antagonistas foram capazes de reduzir o efeito do
composto em 39,3%, 34,4% e 40,3% no célculo da &rea sob a curva, respectivamente;
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revelando a possibilidade no envolvimento de receptores opioides |, & € k no efeito

antinociceptivo de LS20 (Tabela 5).

Tabela 5: Avaliacao da influéncia da administracé@o prévia de Metilnaltrexona, Naltrindol
e Nor-Binaltorfimina sobre os tempos de laténcia induzidos pelo LS20 no modelo de imerséo

da cauda em agua quente

Tempo de Laténcia (segundos - Média + EPM)

Tratamentos Linha
de Base
LS26 4,78 +
0,6
LS26 + MN 3,72 +
0,5
LS26 + Nal 4,13 +
0,4
LS26 + Nor 3,75 +
0,4

20 min

5,14
1,0
3,69
0,3
4,02
0,6
3,56
0,7

+

+

+

+

40 min

6,45
0,8

3,45
0,4*
3,58
0,5*
3,23
0,2*

*

*

*

*

60 min

7,08
0,7
3,25
0,6**
3,98
1,3*

347 +

1,0*

[+

[+

[+

80 min

5,76
0,9
3,33
0,9
3,45
1,2
3,52
0,8

*

+

*

+

100
min
5,97
0,9
3,65
0,8
3,65
0,6
3,21
0,3*

+

+

*

+

120 min
6,07 +
1,2
324 +
0,5*
3,37 +
0,6*
3,01 +
0,5*

*p<0,05e**p<0,01 entre o composto isolado e 0 composto associado a Metilnaltrexona, Naltrindol
e Nor-Binaltorfimina por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.
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Figura 21: Influéncia da administracao prévia de metilnaltrexona (MN), Naltrindol (Nal) e
Nor-Binaltorfimina (Nor) sobre o efeito antinociceptivo induzido pelo composto LS20 (300
pmol/kg) no modelo de imersdo da cauda em agua quente. Em A, Os animais foram pré-
tratados intraperitonealmente com metilnaltrexona (8,4 pmol/kg), Naltrindol (7,2 pmol/kg)
e Nor-Binaltorfimina (4,5 pmol/kg) 15 minutos antes da administragdo do composto. Em B,
representacdo do célculo da area sob a curva. Os resultados sdo expressos como média +
E.P.M. (n = 6) do tempo de reatividade. Em A, a significancia estatistica (*p < 0,05 e **p <
0,01) foi calculada entre o composto isolado e 0 composto combinado a metilnaltrexona,
Naltrindol e Nor-Binaltorfimina por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
Em B, a significancia estatistica (*p < 0,05 e **p < 0,01) foi calculada entre 0 composto
isolado e o composto combinado a metilnaltrexona, Naltrindol e Nor-Binaltorfimina por
One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

5.3.2 Avaliacdo do sistema colinérgico e serotoninérgico sobre o efeito

antinociceptivo do composto LS20 no modelo de retirada da cauda

Na figura 22 foi avaliada a interferéncia da administragdo prévia de atropina (17,2
umol/kg; antagonista ndo seletivo de receptor colinérgico muscarinico), de
mecamilamina (9 umol/kg; antagonista ndo seletivo de receptor colinérgico nicotinico),

de ondansetron (1,7 umol/kg; antagonista seletivo de receptor serotoninérgico 5-HTs) e
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PCPA (0,5 mmol/kg; inibidor da sintese de serotonina) sobre o efeito antinociceptivo do
composto LS20, sendo observado que nenhum dos compostos foi capaz de reduzir o
efeito antinociceptivo do LS20 (Tabela 6).

Tabela 6: Avaliacdo da influéncia da administracdo prévia de Mecamilamina, Atropina,
Ondansetron e PCPA sobre os tempos de laténcia induzidos pelo LS20 no modelo de imerséo
da cauda em 4gua quente

Tempo de Laténcia (segundos - Média + EPM)

Tratamentos Linha 20min  40min  60min 80 min 100 min 120 min

de Base
LS20 478 + 514 + 645 + 708 + 576 + 597 + 6,07 +
0,6 1,0 0,8 0,7 0,9 0,9 1,2
LS20+Mec 3,78 + 526 + 536 + 6,34 + 621 + 545 + 548 +
0,7 1,0 0,5 1,3 0,6 0,4 0,8
LS20+ Atro 4,05 + 423 + 542 + 578 + 562 + 512 + 563 +
0,9 0,9 1,0 1,2 0,7 0,8 0,6
LS20+Ond 3,75 + 512 + 523 + 548 + 6,13 + 6,25 + 6,03 +
0,4 0,4 1,0 0,9 0,6 0,8 0,6
LS20 + 432 + 560 + 520 + 560 + 640 + 6,10 + 540 +
PCPA 0,8 0,4 0,7 0,8 0,3 0,2 0,4

*p <0,05 entre o composto isolado e 0 composto associado a Mecamilamina, Atropina, Ondansetron
e PCPA por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.
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Figura 22: Influéncia da administracdo prévia de Mecamilamina (Mec), Atropina (Atro),
Ondansetron (Ond) e 4-cloro-DLfenilalanina (PCPA) sobre o efeito antinociceptivo
induzido pelo composto LS20 (300 umol/kg) no modelo de imersdo da cauda em agua
guente. Em A, Os animais foram pre-tratados intraperitonealmente com Mecamilamina (9
pmol/kg), Atropina (17,2 pmol/kg) e Ondansetron (1,7 pmol/kg) 15 minutos antes da
administracdo do composto. PCPA (0,5 mmol/kg) foi administrado intraperitonealmente
por 3 dias consecutivos. Em B, representacéo do calculo da &rea sob a curva. Os resultados
sao expressos como média + E.P.M. (n = 6) do tempo de reatividade. Em A, a significancia
estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre o composto isolado e 0 composto combinado a
Mecamilamina, Atropina, Ondansetron e PCPA por Two-Way ANOVA seguida pelo teste
de Bonferroni. Em B, a significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre o composto
isolado e 0 composto combinado a Mecamilamina, Atropina, Ondansetron e PCPA por One-
Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

5.4 Modelo da placa quente

Neste teste, os animais foram tratados com o composto LS20 (10, 100 e 300
pumol//kg; v.0). O fentanil (0,6 umol//kg) foi utilizado como controle positivo. A figura
23 demonstra que a administracdo de 300 pmol//kg do composto LS20 apresenta
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, apresentando aumento de 47,4% na

area sob a curva, enquanto o fentanil mostrou 64,7% de aumento, confirmando assim o
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seu efeito antinociceptivo (Tabela 7). O composto e o fentanil iniciaram seus efeitos no

tempo de 90 min apds sua administragdo.

Tabela 7: Tempos de laténcia, em segundos, no modelo de placa quente

Tempo de Laténcia (segundos — Média + EPM)

Tratamentos Linha
de Base
Controle 515 +
0,5
Veiculo 475 +
0,6
Fentanil 450 +
0,5
LS20 10 485 +
pumol/kg 0,8
LS20 100 450 +
pumol/kg 0,7
LS20 300 4,70 +
umol/kg 0,7

30 min

5,40
1,0
4,60
0,9
7,20
1,3
5,60
0,6
5,60
0,9
4,88
0,9

|+

[+

[+

|+

+

+

60 min

5,90
1,0
4,00
1,2
8,80
1,5
5,20
0,9
6,20
1,2
8,88
0,9

+

+

+

+

+

+

90 min

4,50
1,5
4,80
1,3
10,4
1’2***
5,40
1,0
6,50
1,0
8,43
1,2*

*

*

|+

+

*

120 min

4,80
0,8
5,10
1,0
11,2

0’6***

4,60
1,3
5,20
0,5
9,58
0,8**

|+

[+

|+

[+

+

150 min
520 +
0,5
540 +
1,2
10,2 +
0,8**
440 +
1,5
500 +
0,6
957 +
0,9*

180 min
540 +
0,6
450 +
1,2
950 +
0,5*
480 +
1,0
520 +
0,6
955 +
1,1*

*p <0,05; ** p < 0,01 e ***p < 0,001 entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, fentanil
e doses crescentes do composto, por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.
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Figura 23: Efeito antinociceptivo do composto LS20 (LS20 - 10, 100 e 300 pmol/kg) no
modelo de placa quente. Em A, os animais foram tratados por via oral com soluc¢éo salina,
veiculo, fentanil (0,6 pmol/kg; s.c.) e doses crescentes do composto (10, 100 e 300 pmol/kg).
Em B, representacdo do célculo da area sob a curva. Os resultados sdo expressos como
média + E.P.M. (n = 6) do tempo de reatividade. Em A, a significancia estatistica (*p < 0,05,
**p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com
veiculo, fentanil e doses crescentes do composto, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste
de Bonferroni. Em B, a significancia estatistica (**p < 0,01) foi calculada entre o grupo
controle e os grupos tratados com veiculo, fentanil e doses crescentes do composto, por One-
Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

5.5 Teste de Rotarod

Neste modelo, os animais foram tratados por via oral com o composto LS20 (300
umol/kg; v.0), controle e fentanil (0,6 pmol/kg; s.c.). A figura 24 demonstra que esta dose
de 300 umol/kg ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle,
comprovando que os resultados obtidos nos modelos algesimétricos ndo foram
produzidos por influéncia de déficit motor induzido pelo composto. O grupo fentanil
apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, demonstrando

comprometimento motor (Tabela 8).
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Tabela 8: Avaliacdo no modelo de Rotarod

Tratamentos Numero de quedas Aumento (%)
(Média + EPM)
Controle 0,44+0,1
Veiculo 0,48+ 0,1 9,1%
Fentanil 2,90 + 0,2*** 559,1%
L.S20 300 umol/kg 0,82+0,3 86,3%

***p < 0,001 entre os grupos veiculo, fentanil e LS20 (300 pmol/kg) com o grupo controle, por One-
Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

N
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L

Figura 24: Avaliagdo do composto LS20 no teste de Rotarod. Os tratamentos com solugdo
salina, veiculo e LS20 (300 pmol/kg) foram realizados por via oral e Fentanil (0,6 umol/kg)
por via subcuténea. A significancia estatistica (***p < 0,001) foi calculada entre o grupo
controle e os grupos tratados com veiculo, fentanil e LS20, por One-Way ANOVA seguida
pelo teste de Bonferroni

5.6 Modelo de edema de pata

Neste teste, os animais foram tratados com o composto LS20 (100, 300 e 500
umol/kg; v.0). O farmaco padrao dexametasona (5,7 pmol/kg; s.c) foi utilizado como
controle positivo. Os animais receberam carragenina 1% (0,02 mL; intraplantar). A figura
25 demonstra que apenas a dose de 500 umol/kg apresentou diferenga significativa em
relacdo ao grupo controle, indicando efeito antiedematogénico do composto, assim como
a dexametasona nos tempos de 2, 3 e 4h (Tabela 9). A dexametasona e 0 composto na
maior dose apresentaram reducdo na area sob a curva na ordem de 51,6% e 64,8%,

respectivamente.
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Tabela 9: Avaliacdo no modelo de edema de pata induzido por carragenina

Volume de edema (uL)

Tratamentos 1 Hora 2 Horas 3 Horas 4 Horas
Controle 245+ 39 33,7+4,1 324+45 288+44
Veiculo 31,2+4,0 345+35 335+54 30,7+4,1

Dexametasona 11,2+2,2 18,8 + 3,2* 15,7 + 28,7+
310** 312**
LS20 100 umol/kg 35,7+ 6,6 285+4,1 37,8+39 299+4]1
LS20 300 umol/kg 195+2,1 38,7+5,5 26,7+35 253+3,7
LS20 500 pmol/kg 12,3+4,3 13,3 + 93+ 8,4 +
3,8** 3’3*** 4’4**

*P < 0,05, **P < 0,01 e ***p < 0,001 entre os grupos veiculo, dexametasona e doses crescentes do
composto com o grupo controle, por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.
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Figura 25: Avaliacdo do composto LS20 no modelo de edema de pata. Em A, os tratamentos
com solucdo salina, veiculo, dexametasona (5,7 pmol/kg; s.c.) e doses crescentes de LS20
(100, 300 e 500 pmol/kg) foram realizados por via oral. Em B, representacio do calculo da
areasob a curva. A solugdo de carragenina (1%6) foi aplicada nas patas dos animais em todos
0s grupos. Em A, a significancia estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi
calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, dexametasona e doses
crescentes do composto, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Em B, a
significancia estatistica (**p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e o0s
grupos tratados com veiculo, dexametasona e doses crescentes do composto, por One-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

Area sob a curva (ASC)

5.7 Modelo da bolsa de ar subcutaneo

O tratamento foi realizado com o composto LS20 (100, 300 e 500 umol/kg; v.0).
A dexametasona (5,7 pmol/kg; s.c) administrada por via subcutanea foi usada como
controle positivo. E o grupo controle foi tratado com solucdo salina ou com carragenina
1% (1mL; s.c).
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5.7.1 Recrutamento de Leucocitos

Observamos que houve uma diminuicdo na quantidade de leucdécitos totais nos
grupos tratados com LS20 nas doses de 300 e 500 pumol/kg, além da dexametasona,na
ordem de 54,3%, 77,2% e 67,4%, respectivamente, indicando que o composto LS20 e a
dexametasona foram capazes de reduzir a migracéo leucocitaria induzida pela carragenina

existente na bolsa de ar subcuténeo (Figura 26).

5.7.2 Quantificacdo de citocinas

Na determinacdo da producdo de TNF-a, observamos que a administragdo do
composto LS20 foi capaz de inibir a producédo desta citocina com as doses de 300 e 500
pmol/kg em 49,2% e 70,6%, respectivamente (Figura 26). Com relagéo a produgéo de
IL-1pB e IL-6, observou-se que apenas a dose de 500 pumol/kg de LS20 apresentou reducgéo
significativa com relacdo ao controle negativo em 67,3% e 68%, respectivamente (Figura
26). Com relagdo a producdo de 1L-10, observamos que a administragdo de LS20 n&o teve
impacto algum na concentracdo desta citocina (Figura 26). A administracdo subcutanea
de dexametasona reduziu a concentracao das citocinas pro-inflamatérias (71% - TNF-a,
45,6% - IL-1PB e 74,2% - IL-6) e aumentou a da citocina anti-inflamatoria (362,2% - IL-
10) (Tabela 10).
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Tabela 10: Quantificacdo de citocinas no modelo de bolha de ar subcuténeo

Tratamentos NUmero de IL-1B TNF-a IL-6 IL-10
leucdcitos (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
totais (x (Média + (Média + (Média + (Média+
10%/mL) EPM) EPM) EPM) EPM)
(Média  +
EPM)

Controle 1,7+0,6 34,2+6,0 3152+50,0 3146+6,1 145 +

solucdo salina 0,7

Controle 9,2+ 1,1### 688,2 + 1450,7 + 25505 + 45 +

solucgéo 90,6### 150,6### 300,944 0,4###

carragenina

Veiculo 95+1,1 678,3+43,4 1324,1 + 26582 + 3,7+0,7

152,7 270,4
Dexametasona 3,0 +0,8*** 3745 + 4205 + 658,7 + 20,8 +
25,7* 50,5*** 70,4%** 0,6%**

LS20 100 8,3+0,8 788,8+90,4 1320,8 + 26500 + 25+0,6

pumol/kg 150,5 220,1

LS20 300 4,2+05*** 4252+80,3 736,3 + 19588 + 35+09

pumol/kg 55,5%** 200,2

LS20 500 2,1+0,3*** 2247 + 426,6 + 8154 + 37+09

umol/kg 50,1*** 40,2*** 100,5***

*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 entre os grupos veiculo, dexametasona e doses crescentes do
composto com o grupo controle solucéo carragenina, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste
de Bonferroni. ###p < 0,001 entre os grupos controle solucéo salina e o grupo controle carragenina,
por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.
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Figura 26: Efeito do composto LS20 na quantificacdo de leucdcitos totais (A), e de citocinas
(B- TNF-a, C- IL-1p, D- IL-6 e E-I1L-10) a partir do teste bolsa de ar subcutaneo. Os animais
foram preé-tratados com solucdo salina, veiculo, dexametasona (5,7 pmol/kg; s.c.) e o LS20
(100, 300 e 500 pmol/kg). Na bolsa de ar subcuténeo foram aplicadas solucédo salina e
carragenina. Os resultados sdo expressos como média = E.P.M. (n = 6) da concentragdo de
leucdcitos ou de citocinas. A significancia estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001)
foi calculada entre o grupo controle que recebeu solugio carragenina por via subcutanea e
0s grupos tratados com veiculo, dexametasona e doses crescentes do composto e a
significancia estatistica (###p < 0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu solugéo salina
e 0 grupo controle que recebeu solugdo carragenina por via subcutanea, por One-Way

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

5.8 Avaliacao de citotoxicidade in vitro

Com relagdo a citotoxicidade in vitro, foram avaliadas concentracdes de 7,8 a 500

pg/ml, e em nenhuma das concentracdes testadas se verificou citotoxicidade, isto é, ndo
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houve diferenca estatistica para o grupo controle (Figura 27).
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Figura 27: Viabilidade celular de macrofagos RAW 264.7 e Fibroblastos L929 apds 24h de
exposicdo a concentragbes de 7,8 — 500,0 pg/ml de LS20 determinado pelo ensaio
colorimétrico MTT. Os valores foram expressos como percentual de viabilidade celular,
sendo representado como média = EPM de dois experimentos independentes. A significancia
estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre as diferentes concentracdes de LS20 e o controle
basal das células, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni

5.9 Determinacdo indireta in vitro de 6xido nitrico e citocinas

A producdo de 6xido nitrico em cultura de células também foi avaliada. Para tal
foram testadas as concentractes 1, 50 e 100 pg/ml, e observou-se que nenhuma dessas
doses foi capaz de reduzir a producéo de 6xido nitrico pelos macréfagos. Somente o L-
NIL reduziu a concentracdo de NO (65,4%) (Figura 28) (Tabela 11).

Com relagdo a produgdo de citocinas pelo cultivo de células, foram avaliadas trés
concentracdes de LS20, a saber 1, 50 e 100ug/ml. Observou-se que as concentracfes de
50 e 100pg/ml apresentaram reducédo da producéo de TNF-a (43,3% - 50 pg/ml e 67,4%
- 100 pg/ml) e IL-6 (56,6% - 50 pg/ml e 61,5% - 100 pg/ml) neste modelo além do acido
gélico (TNF-a —54,4% e IL-6 — 59,3%) (Figura 28) (Tabela 11).
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Tabela 11: Quantificacdo das citocinas TNF-a e IL-6 e 6xido nitrico em cultura de células

Tratamentos TNF-a (pg/ml) IL-6 (pg/ml) NO (uM)
Controle sem LPS 185,5 + 30,3 40,6 + 6,1 3,4+05
Controle com LPS  2965,2 + 420,4%# 7425+ 18,5 + 2,3%#

82,0###
GA 1350,7 + 310,3** 302,2 +
52,6***
L-NIL 6,4 + 0,8***

LS20 (1 pg/ml) 3254,2 + 360,6 821,9+99,8 176 +2,1

LS20 (50 pg/ml) 1680,4 + 260,6* 3224 + 16,2 +2,0
56,7***

LS20 (100 pg/ml)  965,2 + 210,0*** 285,8 + 154 +0,9
48,5***

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculado entre o grupo controle + LPS e os grupos tratados
+LPS, por One-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. ###p < 0,001 foi calculada entre o
grupo controle sem LPS e o grupo controle com LPS, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de

Bonferroni.
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Figura 28: Efeito de LS20 na produgéo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a (A) e IL-6
(B) e de oxido nitrico (C) em cultura de células. Células RAW 264.7 foram expostas a
diferentes concentraces do composto na presenca e auséncia de LPS. Os resultados foram
expressos como média + EPM. A significancia estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p <
0,001) foi calculada entre o grupo controle + LPS e os grupos tratados +LPS, por One-Way
ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni. A significancia estatistica (###p < 0,001)
foi calculada entre o grupo controle sem LPS e o grupo controle com LPS, por One-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

5.10 Ensaio de inibi¢do de COX in vitro

Observou-se o potencial do composto em inibir a enzima cicloxigenase (COX),
tendo como consequéncia uma reducao na sintese de prostaglandina. A partir do célculo

dos percentuais de inibicdo enzimatica, obtidos a partir da concentracdo de prostaglandina
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sintetizada, construiu-se os graficos para determinacao do CI50 (concentracdo inibitoria
de 50%). A CI50 do composto LS20 frente a COX-1 foi de 50,56 uM, ja a CI50 do
composto frente a COX-2 foi de 13,61 uM.

Esta inibicdo enzimatica promovida pelo composto se da de forma preferencial
para a isoforma COX-2, pois apresenta um CI50 inferior para a COX-2, ou seja, 0
composto consegue inibir 50% da atividade enzimética de COX-2 com a utilizacdo de
uma concentracdo mais baixa do composto (Tabela 12) (Figura 29). O indice de
seletividade (IS) obtido para o composto foi de 3,71; sendo que IS = CI50COX-
1/CI50COX-2; 1S<1 — seletividade para COX-1, IS>1 —COX-2 preferencial, 1S>100 —
COX-2 preferencial e IS>1000 — COX-2 especifica.

Tabela 12: Influéncia de concentracdes crescentes de LS20 sobre a atividade das enzimas
COX-1e COX-2, através do método de imunoensaio enzimatico

Concentracdo do Concentracdo de  Concentracdo de Inibicdo Inibicdo

composto prostaglandina prostaglandina enzimatica enzimatica
(Hg/ml) (pg/ml) obtida (pg/ml) obtida da COX-1 da COX-2

pela COX-1 pela COX-2 (%) (%)

0 265,3 + 18,3 305,4 + 32,6 0 0

12,5 2354 + 224 286,9 + 24,6 11,3% 6,1%

25 2054 + 17,5 237,4 + 22,7 22,6% 22,3%

50 155,3 + 13,7 185,1+21,2 41,5% 39,4%

100 1322+ 124 154,2 + 16,2 50,2% 49,5%

200 101,2+5,2 1213+174 61,9% 60,3%
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Figura 29: Efeito de concentracdes crescentes de LS20 sobre a atividade enzimatica de
COX-1 e COX-2. Os resultados sdo expressos como concentracdo de prostaglandina. Foi
utilizado o método de regressao ndo-linear para o calculo de C150. O indice de seletividade
(IS) obtido para o composto foi de 3,71; sendo que IS > 1 — seletividade para COX-2, IS< 1
—seletividade para COX-1

5.11 Avaliacdo toxicoldgica oral aguda

O composto LS20 ndo produziu toxicidade ap6s administracdo oral aguda,
demonstrando que a DLso € maior que 5 mmol/kg (DLso > 5 mmol/kg). Os animais
submetidos a avaliacdo toxicoldgica aguda ndo demonstraram nenhum sintoma de
intoxicacdo (convulsdo, hiperatividade, perda de reflexo, alteracdo da frequéncia

respiratoria e sedacdo).
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, as atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria do composto
((2s,6s)-6-¢etil-tetraidro-2H-pirano-2-11) metanol (LS20) foram testadas em modelos in
vivo e in vitro de nocicepcao e inflamacao.

De acordo com Mohamad et al. (2010) o modelo de contor¢gdes abdominais
induzidas pelo acido acético é o modelo indicado para a avaliagdo do potencial
antinociceptivo de novos compostos analgésicos, por isto é considerado um modelo de
triagem.

O 4cido acético, por via intraperitoneal, é capaz de gerar algesia e inflamagéo
aguda na regido abdominal, o que cursa com a clinica apresentada pelos camundongos —
as contor¢des abdominais. Este quadro de algesia é secundario a liberacdo de substancias
endogenas, como PGEz, PGF, e PGI2, bem como produtos da lipoxigenase (PARVEEN
et al., 2007). Estes mediadores estimulam entdo nociceptores, que uma vez estimulados,
ativam as vias de transmissdo da dor (ALVARENGA et al., 2013). Verri et al. (2006)
observaram que ao utilizar anticorpos anti-TNF-o e anti-IL-1p, havia a redugdo do
nimero de contor¢des induzidas pelo acido acético, concluindo que existe ainda
participacdo destes mediadores durante as respostas inflamatorias e nociceptivas.

O composto LS20 foi capaz de reduzir o nimero de contor¢fes abdominais em
relacdo ao grupo controle em todas as doses administradas (10, 100 e 300 pumol/kg),
demonstrando sua atividade antinociceptiva. Porém este teste apresenta limitagdes, uma
vez que este ndo consegue distinguir a atividade antinociceptiva inflamatoria e nao-
inflamatoria (NESS et GEBHART, 1990).

Sendo assim, o teste da formalina foi utilizado com o intuito de discriminar a a¢do
antinociceptiva sobre a dor inflamatoria e ndo-inflamatdria. O mecanismo responsavel
pela acdo nociceptiva da 12 fase do teste, que se inicia imediatamente ap0s a administracao
da formalina, é caracterizado pela direta ativacdo de fibras C sensoriais através de
receptores TRPAL (MCNAMARA et al.,, 2007). Tem sido também relatado que
mediadores como substancia P e bradicinina participam deste mecanismo neurogénico
(PARADA et al., 2001). Opioides de agdo central, como o fentanil, sdo farmacos que
atuam na fase neurogénica da nocicepgdo (FERREIRA et al., 2006).

Na 22 fase do teste, que ocorre apds 15-30 min, mediadores inflamatorios
resultantes da administracdo de formalina s&o liberados, incluindo prostaglandinas,

serotonina, bradicinina, histamina, aminas simpatomimeéticas, fator de necrose tumoral
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alfa (TNF-a) e interleucinas (HUNSKAAR et HOLE, 1987; TORNOS et al., 1999;
MILANO et al., 2008). Agentes analgésicos que atuam sobre componentes n&o-
inflamatdrios inibem ambas as fases, entretanto agentes que atuam sobre componentes
inflamatorios, inibem somente a 22 fase (FISCHER et al., 2008).

Os resultados apresentados sugerem que apenas a maior dose avaliada do
composto LS20 (300 pmol/kg), assim como o fentanil, demonstraram atividade
antinociceptiva sobre as duas fases do modelo, sugerindo atividade antinociceptiva
central. J& o é&cido acetilsalicilico e o LS20 numa dose menor (100 pmol/kg)
demonstraram atividade somente na 2° fase, sugerindo atividade inflamatoria.

O teste de retirada da cauda foi utilizado com o intuito de avaliar a atividade
antinociceptiva central do composto LS20. Este teste avalia 0s mecanismos espinais
envolvidos na antinocicep¢do, atraves de um estimulo térmico que provoca uma reagao
de retirada da cauda dos animais por meio de um movimento reflexo de origem espinal
rapido e vigoroso (CAMARATA et YAKSH, 1985). Esse teste é considerado um reflexo
espinal, mas também pode envolver estruturas neurais superiores e, portanto, identifica
principalmente analgésicos de acdo central (LE BARS et al., 2001).

O composto LS20 produziu atividade antinociceptiva no teste de retirada da cauda
apenas com a maior dose utilizada (300 pumol/kg), assim como o fentanil. Estes resultados
sugerem que o LS20 possui atividade antinociceptiva central, tal como o fentanil.
Observou-se, porém, que o efeito do fentanil foi mais precoce, iniciando seu efeito no
tempo de 20 minutos, enquanto o LS20 iniciou seu efeito a partir de 40 minutos, o que
pode ser justificado pela via de administracdo (oral para o LS20 e subcutanea para o
fentanil), ou mesmo pela possibilidade de ambas drogas apresentarem tempo de inicio de
acdo distintos.

Com o objetivo de avaliar os mecanismos responsaveis pela a¢do antinociceptiva
do composto LS20, foi realizado o ensaio da retirada de cauda utilizando a naloxona
(antagonista opioide n&o seletivo) e observou-se que o efeito antinociceptivo do LS20 foi
reduzido, evidenciando a participacdo do sistema opioide. No aprofundamento da
investigacdo sobre o envolvimento da participagdo do sistema opioide, antagonistas
opioides seletivos p, 6 e k foram administrados previamente ao composto, e estes foram
capazes de induzir uma reducdo no efeito antinociceptivo anteriormente demonstrado
pelo composto LS20 administrado isoladamente. Estes resultados indicam uma possivel
acdo agonista opioide direta (ativacéo direta de receptores opioides) ou indireta (liberagéo

de opioides endogenos) do composto LS20.
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Os receptores opioides p estdo localizados no cortex, tdlamo, substancia cinzenta
periaquedual, substancia gelatinosa, trato gastrointestinal, e suas principais fun¢bes sao
analgesia supraespinal, depressao respiratoria, miose, euforia e reducdo da motilidade
gastrointestinal. Os receptores & estdo localizados nos ntcleos da ponte, amidala, bulbos
olfatérios e regido paracortical, suas principais funcdes sdo analgesia e efeitos
antidepressivos. Os receptores Kk estdo presentes no hipotalamo, substancia cinzenta
periaquedutal, claustro e substancia gelatinosa, e suas principais funcdes sdo analgesia
espinal, sedacéo, miose, inibicdo da liberacdo de hormonio vasopressina e disforia (FOX,
2014).

De maneira geral, apés a ativacdo por opioides exdgenos ou enddgenos, 0s
receptores opioides acoplam-se a proteinas G inibitorias, levando a supressdo direta ou
indireta das correntes de cations e subsequente atenuacdo da liberacdo da substancia P
(sP). A ligacéo de agonistas opioides resulta em hiperpolarizacdo neuronal mediada por
canais para K, atenuacdo da entrada de Ca*?, através de canais para Ca*? voltagem-
dependentes, e reducédo da disponibilidade de monofosfato de adenosina ciclico, com
reducdo resultante na atividade do nociceptor (MELZACK et WALL, 1965).

A reducdo do influxo de célcio nas fibras nervosas acarreta na inibicdo da
liberacdo de neurotransmissores, contribuindo para a diminui¢do da transmissao sinaptica
do impulso nervoso (DICKENSON et SULLIVAN, 1987; LAW etal., 2000). A literatura
tem relatado que a ativacdo do receptor opioide k ¢ diretamente responsavel pelo
fechamento de canais de sodio (SU et al., 2002; SU et al., 2009) e pela abertura de canais
de potassio sensiveis ao ATP, que é responsavel pela analgesia induzida pelo receptor
opioide p (OCANA et al., 2004). Além disso, os receptores opioides k t€ém demonstrado
ativar vias inibitdrias de conducéo da dor no sistema nervoso central (PAN et al., 1997).

O mecanismo de acdo dos receptores opioides € bastante complexo e 0s seus
efeitos analgésicos envolvem também a participacdo de outros mediadores como o 6xido
nitrico (NO) e 0 GMPc (FERREIRA, 1990). Os inibidores da enzima responsavel pela
sintese de NO, ou da guanilil ciclase, revertem o efeito destes farmacos, quando avaliados
em modelos de hipernocicepg¢do inflamatdria aguda (AMARANTE et DUARTE, 2002).

Soares et Duarte (2001) demonstram que a sintese de GMPc pelo NO, promove a
abertura de canais para potassio sensiveis a ATP. O GMPc é capaz de modular, direta ou
indiretamente (via ativacdo da proteina quinase G, PKG), a atividade destes canais,
favorecendo o efluxo de ions potassio e a hiperpolarizagdo da célula neuronal, resultando

em antinocicepgdo (HAN et al., 2001). A PKG € uma proteina quinase que é estimulada
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seletivamente, mas ndo exclusivamente, pelo GMPc. Uma vez estimulada, a PKG induz
a inibigdo da atividade da fosfolipase C, do 1, 4, 5-inositol trifosfato e de canais de Ca*?,
além de estimular a atividade da Ca*? ATPase e de canais de K* ATP (SACHS et al.,
2004).

Com o objetivo de avaliar a participacdo da via nitrérgica na atividade
antinociceptiva do composto LS20, foi realizado o ensaio da retirada de cauda com a
administracdo prévia de L-NAME e a L-arginina (inibidor ndo seletivo da oxido nitrico
sintase e precursor do Oxido nitrico, respectivamente). E observou-se que o0 uso do L-
NAME e da L-arginina ndo implicaram em reducdo da atividade antinociceptiva do
composto, evidenciando entdo que ndo ha participacdo do sistema nitrérgico através da
metodologia realizada.

A acetilcolina (Ach) atua como um dos neurotransmissores mais proeminentes no
sistema nervoso central e periférico. Perifericamente, 0s neurdnios colinérgicos
controlam os ramos simpatico e parassimpatico do sistema nervoso autdnomo no nivel
ganglionar. No sistema nervoso central (SNC), Ach atua como um neurotransmissor e
neuromodulador ap6s a liberagdo de grupos-chave de projecdo colinérgica e
interneurdnios no cérebro e na medula espinal (NASER et KUNER, 2018). Os receptores
colinérgicos regulam profundamente a transmissdo nociceptiva na medula espinal via
mecanismos pré e pos-sinapticos. Evidéncias cumulativas implicam uma forte relevancia
clinica para os mecanismos colinérgicos espinais. A elevacdo dos niveis de Ach na
medula espinal induz analgesia. Sendo assim, a potencial participacdo das vias
colinérgicas no efeito antinociceptivo do LS20 também foi avaliada (ZHUO et
GEBHART, 1991; MATSUMOTO et al., 2007).

Enquanto a corrente despolarizante dos receptores colinérgicos nicotinicos é
amplamente transportada pelo sodio, o influxo de calcio desempenha um papel
importante na sinalizacdo metabdlica intracelular a jusante (DANI, 2015). Os receptores
colinérgicos muscarinicos sdo acoplados a proteina G. Os receptores M1, M3 e M5
demonstraram acoplar a Gg/11, levando ao aumento no Ca*? intracelular. Os receptores
M2 e M4 sinalizam preferencialmente via Gi/o, inibindo a atividade da adeniliciclase,
inibindo canais de Ca*? dependentes de voltagem (WESS et al., 2007). A despeito destes
dados, nossos resultados ndo demostraram a participacao do sistema colinérgico no efeito
antinociceptivo gerado pelo LS20, uma vez que o pré-tratamento com atropina ou
mecamilamina (antagonistas colinérgicos muscarinico e nicotinico, respectivamente) nao

atenuaram o efeito antinociceptivo de LS20.
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O sistema serotoninérgico € uma das vias que tem um papel relevante na
modulacdo da nocicepcdo, por isso também foi avaliada sua participacdo na atividade
antinociceptiva do composto. A serotonina tem sido associada com o processamento e
modulag&o da dor tanto no Sistema Nervoso Central quanto no Periférico. E liberada das
plaquetas e mastocitos apds lesdo, sendo o efeito algésico ou analgésico dependente do
sitio de acdo e do subtipo de receptor ativado. Existem varios receptores para serotonina
e estudos mostram que os receptores 5HT1a, 5HT2 e 5HT3 estdo presentes nas fibras
aferentes do tipo C. A serotonina atua em combinagdo com outros mediadores
inflamatdrios e pode estimular e sensibilizar as fibras aferentes, contribuindo para uma
sensibilizacdo periférica e hiperalgesia inflamatéria (SOMMER, 2004).

O PCPA ¢ um inibidor reversivel da enzima triptofano hidroxilase e incorpora-se
a enzima para produzir uma proteina inativa. Esta inativacdo provoca deplecdo de
estoques de 5-HT no encéfalo, tecidos periféricos e sangue. Porém, tal deplecéo
serotoninérgica nao interferiu com os efeitos demonstrados pelo composto LS20; a
administracdo de ondansetron, antagonista seletivo de receptor serotoninérgico 5-HTs,
também ndo influenciou no efeito antinociceptivo proporcionada pelo LS20, indicando
que ndo ha envolvimento da via serotoninérgica sobre o efeito do composto.

Outro modelo realizado para determinar a origem da atividade antinociceptiva foi
0 teste da placa quente, este modelo envolve a participacdo de circuitos supraespinais,
enguanto o teste da imerséo da cauda, discutido anteriormente reflete o envolvimento de
circuitos espinais (LANGERMAN et al., 1995; YAKSH; RUDY, 1977; JINSMAA et al.,
2004). Este modelo caracteriza-se por produzir resposta rapida ao estimulo nocivo,
mediada pela ativagdo de nociceptores das fibras C e das fibras Ad. As fibras nociceptoras
respondem apos a ativacao dos receptores vaniloides, especificamente o receptor do tipo
TRPV-1, sendo os receptores mais importantes na medicdo da resposta aos estimulos
térmicos nocivos (JINSMAA et al., 2004; DICKENSON; BESSON, 1997; JULIUS;
BAUSBAUM, 2001).

No ensaio da placa quente, o estimulo térmico ativa nociceptores que transmitem
a informag&o ao corno dorsal da medula espinal e, posteriormente, aos centros corticais,
produzindo resposta nociceptiva (MOGIL; ADHIKARI, 1999). Por este motivo este
modelo é muito utilizado no estudo de farmacos analgésicos, principalmente de farmacos
gue possuem acao no sistema nervoso central, tais como os opioides. O tratamento com
0 LS20 (300 umol/kg) e com fentanil, analgésico opioide, alteraram significativamente o

tempo de laténcia no teste de placa quente em comparacdo ao grupo controle negativo.
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Este resultado sugere que a atividade antinociceptiva de LS20 envolve também a
participacdo de mecanismos supraespinais.

Drogas com acgdo depressora sobre o sistema nervoso central e muscular podem
reduzir a coordenagdo motora em animais, bem como a expressdo de comportamentos
nociceptivos (SOJA et al., 2002). Considerando que alguns dos métodos escolhidos no
presente estudo (contor¢Ges abdominais, teste de retirada de cauda, placa quente e
formalina) para a avaliacdo da atividade antinociceptiva, exigem respostas motoras dos
animais, resultados falso positivos poderiam ser obtidos, caso ocorresse perda da
coordenacao motora dos animais por sedacdo e/ou relaxamento muscular.

Para descartar tal possibilidade foi realizado o teste de Rotarod (cilindro
giratorio). Esse modelo ¢é bastante utilizado para avaliar déficit motor provocado por
disfuncbes cerebelares, injarias cerebrais provocadas por trauma ou doengas
degenerativas induzidas em animais (HAMM, 1994; MONVILLE; TORRES;
DUNNETT, 2006; SHSIOTSUKI et al., 2010). O tratamento com 0 LS20 (300 umol/kg)
nédo afetou o desempenho motor dos animais no teste do cilindro giratério. O farmaco
utilizado como referéncia, fentanil, diminuiu significantemente o tempo de permanéncia
dos animais no cilindro giratério. Os resultados mostraram que as doses do composto que
tiveram acdo antinociceptiva néo alteraram o desempenho motor dos camundongos.

No estudo da atividade anti-inflamatéria, o composto LS20 foi avaliado no
modelo do edema de pata induzido por carragenina, onde o mesmo foi capaz de reduzir
significativamente o edema com a maior dose avaliada (500 umol/kg) quando comparado
ao grupo controle. Este € um modelo experimental amplamente utilizado para triagem de
substancias de carater anti-inflamatorio e tem sido frequentemente utilizado para avaliar
o efeito antiedematogénico (THOMAZZI et al., 2010).

O teste do edema de pata induzido pela carragenina envolve a participagdo de uma
série de mediadores inflamatorios, tais como histamina e serotonina (principalmente na
primeira fase), responsaveis pelo desenvolvimento de eventos vasculares, e citocinas (IL-
1B e TNF-a), prostaglandinas e 6xido nitrico (importantes durante a segunda fase) (DI
ROSA etal., 1971; ZHU et al., 2011). O edema também é caracterizado por um intenso
infiltrado de células, onde a presenca de neutrdfilos se destaca (WINTER et al., 1962;
DAWSON et al., 1991).

Para melhor caracterizar o efeito anti-inflamatério do composto LS20, foi
executado o0 modelo da bolsa de ar subcutaneo. Este modelo permite quantificar a resposta

inflamatdria a partir da avaliagdo do volume e composicao do exsudato (DUARTE et al.,
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2012). A injecdo de carragenina na bolsa de ar produz uma reacdo inflamatdria ndo
imunolégica, caracterizada pela producdo acentuada de mediadores inflamatérios,
incluindo prostaglandinas, leucotrienos e citocinas, bem como influxo significativo de
leucdcitos, principalmente neutrofilos. Estes pardmetros podem ser quantificados e
utilizados para determinar o grau de inflamacéo, a resolucéo da inflamacdao ou a atividade
anti-inflamatoria de farmacos (DUARTE et al., 2012; JAIN et al., 2011).

O recrutamento leucocitario a partir do sangue para o sitio da inflamacéo
representa um passo indispensavel na resposta inflamatéria. Reac6es inflamatorias séo
caracterizadas inicialmente por um influxo de neutréfilos para o tecido inflamado,
enquanto mais tardiamente ocorre um intenso fluxo de eosinofilos e células
mononucleares. A administracdo de carragenina induz uma significativa migracao
leucocitéria na bolsa de ar 4h ap6s a aplicacdo. Esta migracdo foi inibida pela
administracdo do composto LS20 nas doses de 300 e 500 umol/kg.

A resposta inflamatdria aguda induzida por carragenina em camundongos induz
liberacdo de mediadores, como histamina, bradicinina, substancia P e prostaglandinas,
acompanhada pela exsudacdo e infiltracdo leucocitaria no sitio inflamatorio. Tal
fendbmeno é inibido pela administracdo de anti-inflamatérios (MENEGAZZI et al., 2008).

O composto LS20 nas doses de 300 e 500 pumol/kg foi capaz de reduzir a
concentragdo de TNF-a no exsudato inflamatorio. TNF-o € uma citocina que desempenha
um papel chave na resposta imune inata e estd associada com migragdo celular e
exsudacdo (VIGIL et al., 2008). O composto LS20 (500 umol/kg) foi capaz também de
reduzir as concentracdes de IL-1p e IL-6 no exsudato inflamatorio. Tais citocinas
promovem a expressdo de moléculas de adesdo, migracdo leucocitaria e aumento da
permeabilidade vascular, atuando como importantes mediadores pro-inflamatdrios
(HALLEGUA et WEISMAN, 2002). A inibicdo da migracdo leucocitaria observada pode
estar relacionada a reducéo dos niveis de citocinas pré-inflamatorias induzida pelo LS20.
Em contrapartida, o LS20 ndo foi capaz de estimular o aumento da IL-10, uma citocina
anti-inflamatoria, demonstrando assim que os efeitos do LS20 se restringem a atenuar a
liberagdo de algumas citocinas pré-inflamatorias.

Com relacdo a citotoxicidade in vitro, nossos resultados demonstraram seguranca
em todas as doses testadas, demonstrando que o composto LS20 néo interferiu na
viabilidade de macrofagos e fibroblastos. Tais dados sdo extremamente importantes, pois

ambas as células estdo envolvidas no processo inflamatdrio, os macréfagos no
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desencadeamento e desenvolvimento do processo inflamatério e os fibroblastos na
resolucdo e desfecho do processo.

A determinacdo in vitro de Oxido nitrico e citocinas é importante para se
determinar a acdo do composto LS20 a nivel celular. Observou-se que as doses de 50 e
100 pg/ml de LS20 foram capazes de atenuar a liberacdo de TNF-a e de IL-6 por
macrofagos, demonstrando a acdo do composto sobre estas células. Como o0 composto
ndo alterou a viabilidade de macrofagos, podemos concluir que realmente o composto é
capaz de inibir a producdo destas citocinas por acdo sobre os macréfagos. A
administracdo de LS20 nas concentracdes avaliadas, ndo foi capaz de promover nenhuma
alteracéo na producéo de 6xido nitrico pelos macréfagos. Aliando este dado ao obtido nos
ensaios de teste de retirada de cauda, em que o composto LS20 ndo teve seu efeito
atenuado pelos antagonistas L-NAME e L-arginina, acredita-se que o LS20 ndo apresente
acdo antinociceptiva, nem anti-inflamatdria intermediada pelo sistema nitrérgico.

Nossos resultados também mostram a atividade inibitéria preferencial do
composto LS20 sobre a enzima cicloxigenase-2 (COX-2) em ensaio in vitro. A enzima
cicloxigenase, também chamada de prostaglandina H sintase, ¢ uma enzima bifuncional
exibindo atividades ciclooxigenase e peroxidase. O componente cicloxigenase converte
acido araquiddnico em prostaglandina G2, e o componente peroxidase reduz o
endoperoxido no alcool correspondente (prostaglandina H2), o precursor das
prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas (NUGTEREN et HAZELHOF, 1973).

A isoforma COX-1 apresenta um papel fundamental na manutencdo da
homeostase, principalmente em 6rgdos como 0s rins e estdbmago. Ja a COX-2 €
responsavel por induzir condigBes inflamatorias e mediar a dor. A inibicdo da COX-1 é
responsavel pelos efeitos adversos gastrointestinais, enquanto a inibicdo da COX-2 seria
responsavel pelos efeitos terapéuticos dos anti-inflamatérios ndo-esteroidais (BANSAL
et al., 2014). Desta forma, podemos observar um menor potencial do composto LS20 em
desenvolver efeitos adversos devido a sua seletividade pela isoforma COX-2.

Desta forma, observamos que o composto LS20 demonstrou atividade
antinociceptiva em modelos in vivo de dor aguda induzidos por estimulos quimicos e
térmicos. Esta atividade antinociceptiva se mostrou ser de carater central, através de sua
acdo agonista direta ou indireta opioide, e de carater inflamatorio, uma vez que o
composto também demonstrou propriedades anti-inflamatérias. A atividade anti-
inflamatoria do composto LS20 esta relacionada a sua capacidade de reduzir a migracao

leucocitaria, inibir a producéo de citocinas pré-inflamatorias pelos macréfagos e inibir a
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atividade da enzima cicloxigenase de maneira COX-2 preferencial. Além disso o
composto demonstrou seguranca em sua utilizacdo, jA que nos ensaios de toxicidade
aguda in vivo ndo induziu alteracGes e no ensaio de viabilidade celular ndo induziu

citotoxicidade.
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7 CONCLUSOES

Podemos pontuar as seguintes conclusdes:

O composto LS20 possui atividade contra a nocicepcdo aguda induzida
guimicamente, conforme observado no modelo de contor¢bes abdominais
induzidas por acido acético;

O efeito antinociceptivo do composto LS20 tem atuacdo sobe a dor inflamatoria
e ndo inflamatoria, como observado no modelo de injecdo intraplantar de
formalina;

O composto LS20 possui atividade antinociceptiva em modelo envolvendo
circuitaria espinal e supraespinal, conforme observado pela agdo no modelo de
retirada de cauda e no modelo de placa quente, respectivamente;

O mecanismo de agéo antinociceptivo do composto LS20 envolve participagdo do
sistema opioide de maneira ndo seletiva;

A atividade antinociceptiva observada pelo composto LS20 néo parece envolver
diretamente as vias nitrérgica, colinérgica e serotoninérgica;

A atividade observada nos modelos algesimétricos nédo foi influenciada por déficit
motor induzido pelo composto, conforme demonstrado pelo teste de Rotarod.

O composto LS20 apresenta efeito antiedematogénico, conforme demonstrado
pelo modelo de edema de pata induzido por carragenina 1%.

O composto LS20 possui atividade anti-inflamatoria, conforme constatado pela
sua capacidade em reduzir a migracdo leucocitaria e a producdo das citocinas
TNF-a, IL-1pB e IL-6 durante a inflamag&o induzida pela carragenina no modelo
de bolsa de ar subcutaneo.

O composto LS20 apresentou seguranca no ensaio in vitro, ndo demonstrando
citotoxicidade sobre linhagem de macrofagos e fibroblastos, nas concentragdes
avaliadas.

Em ensaios in vitro, o LS20 também inibiu a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias em macrofagos, como TNF-a e IL-6, ndo sendo capaz, no entanto,
de reduzir a producdo de 6xido nitrico.

O composto LS20 inibiu de forma preferencial a atividade da enzima COX-2,

conforme avaliagéo in vitro da atividade enzimética de COX.
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O composto LS20 ndo desenvolveu sintomas e sinais de intoxicagéo aguda , nem
mortalidade em animais tratados com dose de 5 mmol/kg.

O composto LS20 desponta como uma molécula que tem potencial para o
tratamento de dor de origem inflamatdria e nociceptiva, relacionado a poucos

efeitos colaterais.
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