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RESUMO

A alta prevaléncia de doencas que causam dor e inflamacdo, junto a terapias longas que
causam muitos efeitos adversos, tem incentivado o desenvolvimento de novas substancias
com acOes analgésica e anti-inflamatéria. O tratamento farmacologico geralmente
consiste no uso de anti-inflamat6rios ndo esteroidais (AINES), esteroidais (AIES),
imunossupressores e farmacos modificadores do curso da doenca (FMCDs) sintéticos e
bioldgicos. A cloroquina, uma 4-aminoquinolina da classe dos FMCDs, ja é utilizada no
tratamento de doencas inflamatérias como maléria, l0pus eritematoso sistémico e
discoide, sarcoidose e artrite reumatoide. A busca por novas terapias no tratamento da dor
e inflamacdo objetivou esse trabalho a investigar a acdo antinociceptiva e anti-
inflamatoria de quatro novos derivados sintéticos 4-aminoquinolinicos (DS4AMQs),
desenvolvidos e cedidos pelo Grupo de Catalise e Reatividade Quimica —
GCaR/IQB/UFAL. Para os modelos in vivo foram utilizados camundongos do género
Swiss (n = 6), adultos, de ambos o0s sexos, com 25-35 g, provenientes do Biotério Central
da UFAL, sob aprovagdo no Comité de Etica no Uso de Animais (04/2018). Foram
realizados os seguintes testes toxicologicos para avaliacdo a toxicidade dos DS4AMQs:
ensaio toxicidade in vitro pelo método de MTT e ensaio de toxicidade aguda por via oral
in vivo. Para triagem da dose foi realizado o ensaio de nocicepg¢éo induzida por formalina.
A atividade anti-inflamatoria foi avaliada pelo ensaio de peritonite induzida por Zymosan.
A avaliacdo da atividade antinociceptiva foi realizada através dos ensaios de contor¢éo
abdominal induzida por acido acético, nocicepcéo induzida por glutamato e placa quente.
E por fim, foi realizada a avaliacdo da performance motora atraves do ensaio da barra
giratoria. Todos os ensaios foram realizados no Laboratdrio de Farmacologia e Imunidade
(LaFI/ICBS/UFAL). No ensaio de MTT, as concentracdes de 0,1, 1 e 10 uM néao
apresentaram citotoxicidade para nenhum dos quatro DS4AMQs testados, apenas a
concentracdo de 100 uM demonstrou toxicidade celular para DS4AAMQ1, DS4AMQ?2 e
DS4AMQ3. No teste de toxicidade oral aguda foi estimada a DL50: DS4AMQL e
DS4AMQ2 112,95 mg/kg; DS4AAMQ3 >175 mg/kg <310 mg/kg e DS4AMQ4 232,95
mg/kg. No ensaio de nocicepc¢do induzida por formalina, a dose de 50 mg/kg reduziu
estatisticamente a fase inflamatdria nos animais tratados com DS4AMQ1, DS4AMQ?2 e
DS4AMQ3; o tratamento com DS4AMQ4 ndo demonstrou diminuicdo estatistica neste
ensaio, com isso 0S ensaios seguintes prosseguiram apenas com os derivados que
apresentaram reducdo estatistica. O ensaio de peritonite induzida por Zymosan,
demonstrou diminuicéo significativa da quantidade de leucdcitos totais, com percentual
de inibicdo entre 88% a 92%, e na dosagem de citocinas os DS4AMQs reduziram
estatisticamente IL-6 e aumentaram estatisticamente IL-10. No ensaio de contor¢do
abdominal induzida por acido acético, os DS4AMQs testados reduziram estatisticamente
em 71% a 77% o numero de contorcBes e, no ensaio de nocicepcdo induzida por
glutamato, eles demonstraram uma reducdo estatistica de 53% a 68% d o parametro
nociceptivo avaliado. Os DS4AMQs testados no ensaio da placa quente demonstraram
reducdo estatistica do tempo de permanéncia na placa e, no ensaio da barra giratoria, 0s
animais tratados com os DS4AMQ néo tiveram sua performance motora afetada. Diante
dos resultados, é possivel afirmar que os DS4AMQs induzem uma a¢do anti-inflamatéria
aguda e antinociceptiva periférica e central, sem interferéncias na performance motora
dos animais, corroborando a pesquisa de novos farmacos analgésicos e anti-inflamatorios.

Palavras-chave: Analogos da Cloroquina. 4-aminoquinolina. Dor. Nocicepcao.
Inflamacao.



ABSTRACT

The high prevalence of diseases that cause pain and inflammation, in addition to long-
term therapies that cause many adverse effects, has encouraged the development of new
substances with analgesic and anti-inflammatory actions. Pharmacological treatment
usually consists of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), steroidal anti-
inflammatory drugs (EAIs), immunosuppressants, and biological and synthetic disease-
modifying drugs (DMDs). Chloroquine, a 4-aminoquinoline included in the DMDs, is
already used in the treatment of inflammatory diseases, such as malaria, systemic and
discoid lupus erythematosus, sarcoidosis, and rheumatoid arthritis. Considering the need
for new alternatives in the treatment of pain and inflammation, this study aimed to
investigate the antinociceptive and anti-inflammatory potential of four new synthetic
derivatives of 4-aminoquinoline (DS4AMQs), developed by the Catalysis and Chemical
Reactivity Group — GCAR/IQB/UFAL. For the in vivo models, Swiss mice (n = 6), adults,
both sexes, with 25-35 g, from the Central Animal Facility of the UFAL were used. The
following toxicological tests were performed to assess the toxicity of DSAAMQSs: in vitro
toxicity test by the MTT method and in vivo oral acute toxicity test. The formalin-induced
nociception assay was performed for dose screening. Acute anti-inflammatory activity
was assessed by the Zymosan-induced peritonitis assay. The evaluation of antinociceptive
activity was performed through the acetic acid-induced writhing test, glutamate-induced
nociception test and hot plate test. Finally, the motor performance evaluation was
conducted by the rotarod test. All the tests were performed in the Laboratory of
Pharmacology and Immunity (LaFi/ICBS/UFAL). In the MTT assay, 0.1, 1 e 10 uM
concentrations of all four DS4AMQs did not show signs of cytotoxicity; only in the 100
uM concentration, DS4AMQ1, DS4AMQ2, and DS4AMQ3 demonstrated cellular
toxicity. In in vivo toxicology test, the estimated LD50s were: DS4AMQ1 and
DS4AMQ?2, 112,95 mg/kg; DS4AMQ3 > 175 mg/kg; DSAAMQ4, 232,95 mg/kg. In the
formalin-induced nociception test, the 50 mg/kg dose statistically reduced the evaluated
parameter in the inflammatory phase in all animals treated with DSAAMQ1, DS4AMQ2,
and DS4AMQ3; the treatment with DS4AAMQ4 did not present a statistically decrease.
Thus, the following tests were conducted only with the derivatives that presented
statistical results. In the Zymosan-induced peritonitis test, results showed a significant
decrease in total number of recruited leukocytes, with an inhibition percentage between
88% and 92% for the tested DS4AAMQs, and in the cytokine dosage the DS4AMQs
statistically reduced IL-6 and statistically increased IL-10. In the acetic acid-induced
writhing test, all DS4AMQs statically decrease the number of writhes, presenting an
inhibition percentage between 71% and 77%; while in the glutamate-induced nociception
test, the tested derivatives statistically reduced the nociceptive parameter, presenting an
inhibition percentage between 53% and 68%. All tested DS4AMQs were able to
statistically reduce the latency time in the hot plate test and were not able to affect the
motor performance of animals in the rotarod test. In view of the results, it is possible to
affirm that the DS4AMQs induce an acute anti-inflammatory action, as well as a central
and peripheral antinociceptive potential, without interfering in the motor performance of
animals, corroborating the research of new analgesic and anti-inflammatory drugs.

Keywords: Chloroquine analogues. 4-aminoguinoline. Pain. Nociception. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor e Nocicepgao

Uma das principais razdes pelas quais a populagdo procura atendimento médico €
devido a quadros de dor, sendo este um fator importante como problema de saude publica.
A dor interfere prevalentemente na qualidade de vida, fazendo com que esta seja limitada
e haja diminuicéo na produtividade na maioria da populagdo (SALDANHA et al., 2017).
Estima-se que a dor afeta 30% da populacdo mundial, sendo ela crdnica, gerando uma
condicdo persistente e inadaptada (ZORINA-LICHTENWALTER; KHOURY;
DIATCHENKO, 2016).

Durante muitos anos, a forma como um sentimento fisico pode influenciar um
comportamento individual ou de um grupo social, vem sendo discutida, analisada e
pesquisada por varias areas de conhecimento. De acordo com socidlogos, um individuo
ndo sofre sozinho, sentimento que algumas vezes pode ser desenvolvido pela sociedade
em um todo, o que vem a gerar fatores sociais e culturais (CARVALHO; OTA 2016).

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), dor
compreende um tipo de experiéncia desagradavel que pode ser sensorial e emocional
relacionada a lesdes em tecidos. O desenvolvimento anatbémico, etiopatogénico,
fisiopatogénico, epidemioldgico, clinico, avaliador, terapéutico, junto com contextos de
prognostico, reabilitacdo e reinsercao estdo envolvidos para essa definicdo precisa da dor
(TEIXIRA; ALMEIDA; YENG, 2016).

Muitas doengas cronicas fazem com que o organismo desenvolva o sintoma de
dor, sendo um primeiro sinal clinico a ser observado, que, sem duvida €, de suma
importancia para que haja um tratamento adequado. Geralmente, com a finalidade de
diferenciar a percepcdo de dor (nociceptivo) da dor patoldgica, que frequentemente é
desencadeada através de inflamacgdes ou neuropatias, essa é classificada como aguda ou
crénica (PRA et al., 2017).

Geralmente, além de uma percepcdo desagradavel, a dor é uma sensacao
nociceptiva, onde ocorrem Vvarios eventos lineares e ndo lineares associados, levando a
um estado de hiperatividade defensiva, o que aumenta a chance para deteccdo de outros
estilos e assim, pode ocorrer uma otimizac&o do sistema de defesa (JUNIOR et al., 2016).
A dor ndo vem a ser apenas uma sensacao, ela vem acompanhada de uma dimensao

emocional significativa e influente, 0 que vem de convicgdes, expectativas, cultura e
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experiéncias passadas (FONG; SCHUG, 2014), j& o termo nocicepgdo é o estimulo
doloroso propriamente dito, sem influéncia do componente emocional, envolvendo
apenas as vias neuroanatdbmicas e 0s mecanismos neuroldgicos com seus receptores
especificos, que irdo detectar o estimulo de lesdo (SILVA et al., 2013). Devido a estes
fatores a percepcao da dor € um processo bastante complexo (FONG; SCHUG, 2014).

1.1.1 Caracterizacéo da dor

A partir do momento em que o organismo tem a percepcdo de dor, ocorrem
alteracbes comportamentais juntamente com ativagdo de mecanismos relacionados a
protecdo, tanto neuroquimicos como biomecanicos, para buscar a supressdo do sinal de
lesdo. Diante deste fator, a dor aguda viabiliza a integridade do corpo humano, enquanto
que a dor cronica pode persistir mesmo na auséncia de leséo tecidual que justifique o
sintoma (SOUZA, 2017).

A progressdo de alguns processos patolégicos cronicos, de forma continua ou
recorrente, podem vir a desenvolver dores cronicas, o que é frequentemente associado a
doencas de mesmo carater, implicando em alto impacto social nos sistemas de saude e na
economia. De fato, com o passar dos anos, a dor crénica passou a ser um problema de
salde especifico, devido aos seus sintomas serem bem caracteristicos, como a
incapacidade de desenvolver fungdes motoras e alguns aspectos de saude mental
abalados, que em maioria sdo independentes da doenca ou trauma (SOUZA et al., 2017).

Ha mais de 60 anos, a dor pode ser classificada em trés principais categorias, estas
sdo: dor nociceptiva, que pode ser desencadeada de varias formas como por queimaduras,
traumas, infecgcOes, tumores, cirurgias, o que vem a afetar varios tecidos do organismo
como pele, articulagBes, musculos, visceras, estando associada a inflamacéo; sindromes
de dor neuropatica, relacionadas a lesdes no sistema nervoso periférico ou central, onde
seus efeitos sdo crénicos e podem vir a gerar dor, tornando o individuo incapacitado de
realizar suas fungdes; dor “disfuncional” ou “primaria” onde se incluirdo varias
sindromes de dor cronica, como por exemplo fibromialgia, lesdo neuroldgica e sindrome
do intestino irritdvel (BOUHASSIRA; ATTAL, 2016).

A dor nociceptiva € desenvolvida a partir de um dano ao tecido que pode ser real,
ou apenas uma ameagca ao tecido ndo neural, ela se da a partir da ativacdo de receptores
de dor ou nociceptores, presentes nos tecidos, onde estes sofrem intensos estimulos
nocivos. A dor nociceptiva tem um papel fundamental de protecdo importante, devido a

sua percepcdo causar uma sensacgéo dolorosa, o que imediatamente chama atengéo para a
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regido afetada causando o reflexo de retirada, para que ndo ocorram outros ferimentos ou
maiores danos aquela regido (FONG; SCHUG, 2014).

Diante de traumas e/ou funcionamento anormal do sistema nervoso, pode-se
desenvolver a dor neuropética, esta ndo tem funcdo biol6gica ou protetora, sendo mal-
adaptativa e patoldgica. Ela pode surgir a partir de lesdes ou doencas do sistema nervoso
central causando dor disfuncional, mesmo quando ndo existem danos. Ambas as
condi¢des sao classificadas como dor neuropatica e, resultam do aumento e da diminuigéo
da atividade inibitdria excitatdria do sistema nervoso central (FONG; SCHUNG, 2014).

A dor neuropética € considerada uma sindrome ou um estado de dor, onde ocorre
um aumento da potencializacdo de mecanismos de nocicep¢do, gerando sintomas
extremamente desagradaveis, dentre esses, dor espontanea sem a necessidade de um
estimulo nocivo, dor alodinea tatil e dindmica, podendo ocorrer hiperalgesia, que em sua
maioria se da pela existéncia de outras terapias, frustrando o paciente e 0 médico que
prescreveu o tratamento (MIRANDA; JUNIOR, PELLOSO, 2016). Algumas doencas e
lesbes no sistema nervoso central ou periférico podem alterar o processo inflamatorio
nervoso como também induzir a dor neuropatica. Nessas condigdes patolégicas, pode ndo
ser identificada a ligacao entre a dor neuropatica e os estimulos dolorosos, como também
a relacdo entre processo inflamatdrio e presenca de agentes nocivos (JUNIOR; JUNIOR;
COHEN, 2016).

A diferenciacdo da dor neuropatica para outros tipos de dor se da a partir de
caracteristicas especificas, dentre estas: dor e sintomas que persistem, mesmo apds a
cicatrizacdo ou cura; sintomas sensitivos como hiperestesia, parestesia, disestesia,
considerados sintomas positivos e hipoestesia, anestesia como sintomas negativos, onde
ocorre presenca de dor em grau variavel; e dor em grau variavel de outros sinais e
sintomas neurolégicos como motor e autondmico manifestados por esses fendmenos
negativos e positivos (MIRANDA; JUNIOR, PELLOSO, 2016).

Dentre as dores mais prevalentes na populacdo adulta e idosa estdo as dores
articulares. As articulacdes, quando saudaveis, consistem no eixo do movimento
garantindo a funcionalidade e autonomia do ser humano, através dos movimentos que
este realiza para que possa se locomover e até para respirar. Muitas vezes esses
movimentos ficam restritos devido a sintomas de dor articular, sendo a segunda maior
causa de incapacidade fisica e a quarta de maior impacto na populacdo mundial, a partir

do momento em que essa é considerada causa de incapacidade associada a morte.
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Mediante ao aumento da expectativa de vida da populagdo mundial, a incidéncia e a
prevaléncia de dor articular cronica tende a ser aumentada (SOUZA, 2016).

Um quadro clinico mais critico pode se desenvolver a partir de lesGes teciduais
que podem levar a ativacdo do sistema imunolégico e como decorréncia causar dores
inflamatorias, situacdo que ocorre devido a um papel adaptativo e protetor do proprio
organismo. A sensibilizacdo periférica é ativada quando existe um possivel aumento da
sensibilidade a dor, quando ocorrem traumas em tecidos (incluindo cirurgia), a partir de
ferimentos, infeccbes ou isquemias, o0 que afeta diretamente nas mudancas
comportamentais, reduzindo alguns movimentos e contato fisico, para que haja uma cura
da parte do tecido em que houve o trauma (FONG; SCHUNG, 2014).

1.1.2 Fisiopatologia da dor

A dor trata-se de uma percepcdo desagradavel juntamente com uma sensacgao
nociceptiva, onde ocorrem sucessdes de eventos que decorrem para um estado de
hiperatividade defensiva, com o objetivo de aumentar a detec¢do da dor, otimizando o
sistema de defesa (JUNIOR; JUNIOR; COHEN, 2016). Quando ocorre uma lesdo
tecidual, os neurbnios sensoriais (nociceptores) sdo estimulados e transferem a
informacao para o sistema nervoso central, a partir da codificacdo pelas terminacdes
nervosas dessas informacg6es, que geram potenciais de acdo em nervos periféricos e assim
passam a atingir o corno dorsal da substancia cinzenta da medula espinhal (Figura 1)
(TEIXEIRA; ALMEIDA; YENG, 2016).



21

Figura 1 - Mecanismo de nocicepgdo a partir do estimulo de nociceptores periféricos,
transferido para regifes no Sistema Nervoso Central.
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Fonte: Briggs, 2010.

Um nociceptor é uma terminacao nervosa livre, sensivel a estimulos nocivos de
fato ou aqueles que podem se tornar nocivos em periodos prolongados. Varios
nociceptores sdo caracterizados como um subconjunto especializado constituido de
neurdnios sensoriais primarios capazes de responder aos estimulos de dor como tambem
converter esses a impulsos nervosos que sdo levados ao cérebro para produzir a
interpretacdo de dor. Os nociceptores podem ser mielinizados ou ndo-mielinizados,
dependendo de como respondem ao tipo de estimulagdo que pode ser quimica, mecéanica
e térmica (ELLISON, 2017).

Os receptores nociceptivos sdo encontrados nas extremidades dos neurbnios
sensoriais, livres de encapsulacdo em suas terminacdes nervosas e contém fibras
sensoriais com diametro de 0,5 a 20 mm que podem conduzir impulsos nervosos entre
velocidades de 0,5 a 120 m/s. Essas fibras nervosas sdo divididas em tipo A, que
compreendem neur6nios medios, mielinizados e de grande didmetro e tipo C, onde sdo
incluidos neur6nios ndo mielinizados e de pequeno diametro. As fibras A ainda sdo
subdivididas em A-delta, relativamente pequenas (1-6 m) e A-beta, fibras grandes (6-12
m) e de alta velocidade de conducdo (BOURNE et al., 2014).

Diante de um trauma, esses receptores nociceptivos tendem a modicar-se

lentamente, o que leva a dor se estender por periodos prolongados como decorréncia da
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alteracdo estrutural e funcional, além de concomitante liberagdo de substancias
algiogénicas nos tecidos (MARTELLI; ZAVARIZE, 2013). A nocicepcdo da dor se
divide em quatro fazes, transducdo, transmissdo, percep¢do e modulacdo (ELLISON,
2017) como observa-se na Figura 2.

Figura 2 — Esquematizacdo das quatro fases da nocicepcdo: transdugdo, transmissao,
percepcao e modulacao.
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Na transducdo ocorre a passagem de componentes mecanicos, quimicos e
térmicos para corrente iénica atraves dos nociceptores, primeiramente, se convertem a
potenciais de acdo que partem do sitio periférico sensorial e sdo conduzidos até a sinapse
no sistema nervoso central, resultando na liberacdo de neurotransmissores no terminal
pré-sinaptico. Essa funcdo e dependente de proteinas integrantes da membrana, ou seja,
de canais i6nicos que regulam a passagem seletiva de ions especificos ou moléculas
através da membrana, controlados por potencial elétrico, que realizam a despolarizacédo
ou hiperpolarizacdo sendo importantes na geracdo e transmissdo de sinais elétricos
(potencial de a¢do) ao longo dos axénios nervosos. Sendo assim, quando ocorre um
estimulo nocivo, os canais ibnicos relacionados aos nociceptores serdo abertos induzindo
a passagem de ions pela membrana, consequentemente aumentando seu potencial, este

pode ultrapassar seu limiar fazendo com que mais canais sejam abertos e colaborando
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com a despolarizacdo da membrana o que resultard no potencial de acdo (XU; LIN; LU,
2010).

Apos o processo de transducdo é realizada a transmissao da nocicepgdo da dor. A
transmissdo se da a partir de duas etapas: rapida, onde as fibras A-delta irdo detectar e
transmitir a dor rapidamente e lenta, que envolve fibras C que irdo conduzir lentamente o
impulso e monitorar a condigéo do tecido (BOURNE et al., 2014).

A conducdo do impulso de dor se da através do sistema sinptico, onde € realizada
sua transferéncia de um neur6nio para outro, a partir da passagem de potenciais de acao
do terminal periférico ao longo dos axdnios chegando assim, até a central terminal dos
nociceptores no sistema nervoso central. No processo, esses impulsos percorrem as fibras
A-delta e C no corno dorsal da medula espinhal, para formar sinapses com neurdnios de
segunda ordem (interneurdnios) (ELLISON, 2017).

A percepgéo da dor é o terceiro processo envolvido, ela ocorre ja no cérebro, onde
é auxiliada por uma extensa rede, incluindo o sistema somatossensorial, cortex insular,
cingulado e pré-frontal (SCHULZ et al., 2011). No cerebro a transmisséo dos estimulos
dolorosos chegam aos sistemas reticulares e limbicos no cortex e sdo
decodificados/interpretados dando origem a experiéncia sensorial especifica de cada
individuo, consistindo na percepcdo da dor. Essa interpretacdo da dor pode ser
influenciada por diversos fatores como, genética, cultura, experiéncias e saude, além do
fator relacionado ao limiar e tolerancia a dor de cada individuo (ELLISON, 2017).

A modulacdo da dor é o Gltimo processo da nocicepcao, ela atinge maltiplas areas
cerebrais, incluindo hipotalamo, amigdala e o cértex cingulado, onde os impulsos
dolorosos sdo modulados, direcionados a regido cinzenta periaquedural do mesencéfalo
apos atingem os neurdnios presentes na medula (OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA,
2010). Durante essa etapa as vias descendentes do cérebro que se estendem até o corno
dorsal da medula espinhal, levam esses estimulos, que podem atuar como um mecanismo
de controle para os sinais de dor, diminuindo ou aumentando as mensagens que chegam
ao cérebro, devido a producdo de opioides enddgenos (endorfinas, encefalinas e
dinorfinas) destinados a inibir estimulos que podem ser nocivos, o que explica porque
algumas pessoas submetidas ao mesmo procedimento apresentam niveis diferentes de dor
(BRIGGS, 2010).
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1.1.3 Mediadores quimicos da algesia

Os receptores nervosos periféricos e todo o sistema de mecanismo da dor
evoluiram para contribuir na preservacdo da vida através de mecanismos de
neuplasticidade, mudancas estruturais e funcionais que garantiram uma adequacao da
adaptacdo e da memoria, principalmente para estimulos nociceptivos gerados a partir de
danos teciduais graves com o intuito de responder de forma eficiente e adaptativa. Varios
mediadores da dor sdo liberados por macr6fagos, mastécitos, células endoteliais ou
nervos traumatizados, que séo responsaveis pela ativacdo dos nociceptores associados as
fibras nervosas tipo A-delta e tipo C, facilitando a transmisséo de sinais associados a dor
e inflamacado, atingindo o estado de hiperalgesia priméaria (TRETO; PINTO, 2015) como

demonstrado na Figura 3.

Figura 3 - Mediadores quimicos da dor.
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Os mastdcitos sdo celulas altamente granuladas, contendo histamina, heparina,
serotonina, fatores quimiotaticos e varias proteases como peroxidase, triptase, quimase,
carboxidase, beta-glucuronidades como mediadores primarios. A sua ativacao resulta na
formacdo de mediadores secundarios, como prostaglandinas, leucotrienos, fator ativados
de plaquetas e varias citocinas, dentre elas interleucina (IL) IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
fator estimulante de colbnias de granuldcitos e macréfagos (GMCSF), proteina
inflamatoria de macréfagos (MIP) 1B, MIP-1a e fator de necrose tumoral o (TNF-a). Os
mastocitos podem produzir diversas alteragfes fisiopatoldgicas, devido a sintese e

liberacdo desses diversos tipos de mediadores inflamatérios (ANAND et al.,2012).
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Ao ocorrer uma lesdo em algum tecido periférico, substancias sdo liberadas do
interior das células para agir como sensibilizadoras dos nociceptores periféricos, quando
ativos esses tornam-se hiperativos e ndo ativos passam a ser ativos. Os limiares desses
nociceptores sdo reduzidos e as substancias pré-inflamatérias que causam dilatagdo e
alteracdo na permeabilidade vascular, levando ao desenvolvimento de rubor, calor e
edema na regido, chamadas de algogénicas, sdo liberadas para o intersticio difundindo-se
por difusdo osmotica passiva para outras areas vizinhas, esses efeitos sdo proporcionais a
medida que se distanciam da les&o primaria (JUNIOR; JUNIOR; COHEN, 2016).

As substancias algogénicas estdo envolvidas no processo de sensibilizacdo
periférica, como decorréncia de um dano ao tecido, as células que foram lesionadas
passam a extravasar enzimas no meio extracelular e irdo ciclizar cidos graxos de cadeia
longa, agindo dessa forma, sobre os cininogenios, precursores da formacdo de cininas,
principalmente bradicinina, que além de algogénica é uma substéncia vasoativa (ALVES
etal., 2017).

Dentre a familia das cininas a Bradicinina € um nonapeptideo, formado por 9
aminodacidos, que possui baixo peso molecular e meia vida curta no plasma com niveis
baixos na circulacdo sanguinea. Sua atividade bioldgica € mediada por receptores
conhecidos como Bl e B2, que ap0s ativacao sdo responsaveis por induzir a inflamacao
via liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias e aumento da permeabilidade vascular. O
receptor B2 é expresso constitutivamente pelos tecidos periféricos e centrais, encontrado
no sistema nervoso em situa¢Ges normais, em diferentes tipos de células incluindo
neurdnios sensoriais e células microgliais, enquanto o receptor B1 ¢ induzido e regulado
de acordo com a evolucdo da infeccdo, inflamagdo ou trauma, sensibilizado em células
da micrdglia, astrocitos e neurdnios apos lesio tecidual (JUNIOR; JUNIOR; COHEN,
2016).

A passagem de estimulos nociceptivos através do corno posterior da medula
espinhal em direcdo ao sistema nervoso central, depende da acdo de Vvarios
neurotransmissores excitatorios e inibitorios. Esses sistemas modulatorios e sua
farmacologia estdo inteiramente associados ao funcionamento de receptores especificos.
O corno posterior da medula espinhal libera neurotransmissores, aminoacidos e
neuropeptidios a partir dos terminais de seus aferentes primarios, passando a atuar na
modulacdo da transmissdo nociceptiva. Dentre estes, destacam-se 0s aminoacidos
excitatorios glutamato e aspartato, neurotransmissores e neuropeptidios, que incluem as

taquicininas, substancia P, neurocinina A, neurocinina B, peptideo gene relacionado a
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calcitonina, colescistocinina, somatostatina, 6xido nitrico, prostaglandinas, galanina,
encefalinas e endorfinas (CALLEGARI et al., 2015).

A substéncia P est4 estreitamente relacionada a regulagdo da dor. Neuropeptideo
de onze aminoacidos a substancia P funciona como um neurotransmissor, liberado nos
terminais de nervos sensoriais especificos e também encontrada em neurénios no sistema
nervoso central, tem seu processo mediado por receptores endégenos conhecidos como
neurocinina-1 (NK1), derivados da taquicinina e receptores acoplados a proteina G. Tanto
a substancia P como seus receptor NK1 sdo amplamente distribuidos no sistema nervoso
central, especificamente nas regifes limbicas, incluindo o hipotadlamo, amigdala e
substancia cinzenta periaquedutal, também apresentam estreita associacdo a serotonina e
neurdnios contendo epinefrina (COCCARO et al., 2012).

O organismo tambeém possui mecanismos intrinsecos para o controle da dor, apos
o0 estimulo de diferentes nucleos do talamo, diversas areas do cortex sensorial somatico,
como substancia cinzenta periaquedutal, hipotalamo, amigdala e cerebelo, passam a
receber os sinais de transmissdo. A partir dessa etapa, um circuito modulador endégeno
descendente se conecta a substancia cinzenta periaquedutal e ao corno dorsal da medula,
ocasionando a ativacdo de outras conexdes que facilitam ou inibem a nocicep¢édo, que
depende da lesdo pois esta pode induzir tipos diferentes de respostas devido a plasticidade
do sistema, desenvolvendo um controle da dor principalmente nas dores cronicas. Os
sistemas de neurotransmissdo que estdo mais relacionados com esse controle sdo
glutamatérgico, GABAEérgico, neuropeptidérgico, serotoninérgico, opoidérgico e
adrenérgico (GUGINSKI, 2008).

Dos aminoéacidos excitatérios o glutamato atua como principal neurotransmissor
do sistema nervoso central, suas aces sofrem a participacao de receptores de glutamato
ionotrépicos e metabotropicos. Os receptores metabotropicos desempenham um papel
modulatorio de inibicdo excitatdria nas sinapses e liberacdo de neurotransmissores, além
de participarem do processo de modulacdo e expressao generalizada na via da dor. A
estimulacdo desses receptores pode inibir ou facilitar a percepcao da dor, o que despende
do subtipo especifico de receptor estimulado, sua localizacdo celular, sinaptica e
anatdmica. Sdo encontrados em abundancia na periferia do sistema nervoso central,
trompa dorsal da medula espinhal e cérebro, atuando no controle de consequéncias
afetivas relacionadas a dor cronica (PALAZZO et al., 2014).

A serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina) também é conhecida por modular o

controle da nocicep¢do em mecanismos centrais e periféricos, além de estar altamente



27

relacionada a regulacdo do humor, ambos de uma forma indireta e direta modulam a dor
(HORJALES-ARAUJO, et al., 2013). Esta monoamina pode aumentar ou diminuir
repostas nociceptivas, o que depende do local, tipo de célula e ainda do subtipo de
receptor ativado, sendo capaz de interagir com sete classes de receptores diferentes,
dentre eles 14 subtipos e alguns destes estdo presentes junto ao nicleo da medula espinhal
modulando a plasticidade neuronal como resposta a dor neuropatica (BATISTA-DE-
SOUZA et al., 2014).

Outro mediador nociceptivo é o 6xido nitrico (NO) uma molécula de sinalizagdo
que desempenha papel fundamental nos processos de algesia agudo, e cronico, central e
periférico. Ele atua como regulador da dor no sistema nervoso central, localizado no
chifre dorsal da medula espinhal, derivado de diversas fontes incluindo as células da glia.
A ativacdo dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) é responsavel pela produgéo de
NO, esse processo influencia na platicidade sinaptica e em maultiplos mecanismo
desenvolvidos na sensibilizacdo central. NO pode atuar como neurotransmissor, quando
desprendido do neurbnio para agir em terminagdes nervosas e processos astrocitarios,
também ajuda na melhor liberagéo de substéancia P e de produtos a base de calcitocina um
peptideo encontrado em terminais de fibras C, o que influencia o surgimento de
hiperalgesia secundaria. Ainda, quando presente na coluna vertebral, participa do
mecanismo glutamatérgico desencadeado por doencas e inflamacdes, enfraquecendo a
influéncia da inibicdo algica descendente nos neurénios do corno dorsal (CURY et al.,
2011).

1.2 Inflamacéo

O processo fisiologico que realiza um papel essencial na defesa do hospedeiro é a
inflamacéo. Fatores exdgenos, como por exemplo infeccdes ou exposicbes a micro-
organismos, mais comuns e conhecidos como padrGes moleculares associados a
patdgenos, e ainda produtos quimicos irritantes ou outras moléculas estranhas
desencadeiam esse processo. Também existe relacdo com fatores enddgenos, que sdo em
maioria das vezes sintetizados pelas células, como resultado de les6es, morte celular,
necrose ou algum comprometimento do metabolismo celular. Sua fungcdo primaria é
remover 0s agentes nocivos, protegendo o organismo da lesdo e iniciando o processo de
cicatrizacdo gue ira reparar danos a este tecido lesado, recuperando a atividade fisiologica
normal (NASEF; MEHTA; FERGUSON, 2017).
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O processo envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares que
participam diretamente no processo inflamatério, incluindo extravasamento de fluidos,
ativacdo enzimatica, migracdo celular, liberacdo de mediadores, sensibilizacdo e ativagdo
de receptores (BELLO et al., 2015).

A reposta inflamatoria desencadeia migracdo de células imunes com o intuito de
defesa do organismo, ao estresse e/ou lesdes teciduais. Quando essa lesdo ndo é suprimida
e progride, a inflamagdo pode passar ao estagio cronico levando a distarbios inflamatérios
mais graves. O processo inflamatério tem sido bastante estudado universalmente com o
objetivo de combater seus efeitos deletérios ao organismo humano, pois, embora ele
desempenhe um papel importante na patogénese de muitas doengas como artrite
reumatoide, cancer, diabetes, obesidade, complicacfes cardiovasculares, e outras, a
depender da enfermidade, vem a gerar impactos distintos (JAGADISH et al., 2016).

A inflamagdo é um processo caracterizado por cinco sinais tipicos: rubor
(vermelhiddo local), calor, tumor (inchaco da regido), dor e perda da funcdo. Esse
processo nao é apenas uma soma de sinais clinicos e descritivos, mas uma complexa rede
de sinais integrados entre celulas imunes e tecidos que passaram por algum processo de
lesdo. Pode ser dividida em sistémica, quando a causa € decorrida de um trauma, cirurgia
ou infeccdo grave, ou local, quando é causada por algum tipo de lesdo externa
(RONCHETTI; MIGLIORATI; DELFINO, 2017).

A resposta inflamatoria sistémica desencadeia uma mudanga nos glébulos brancos
e reagentes de fase aguda, para que cada um possa corresponder ao processo de acordo
com a sua importancia diante da reacdo do organismo ao trauma, o0 que dependera do
tamanho e da natureza dessa resposta a qual estdo correlacionados de acordo com a
medida do trauma (KOKOTOVIC et al., 2017).

A primeira reacdo a agentes agressores como mecanismo de defesa normal do
organismo, é uma resposta ndo especifica direcionada a uma fase aguda, desencadeada
por uma reacdo sistémica que ocorre ap0os a exposicdo do organismo a estes distdrbios
locais ou sistémicos. Esta fase de inflamagdo aguda caracteriza-se pelo recrutamento de
polimorfonucleares e granuldcitos, acompanhados por monécitos que diferenciam-se em
macrofagos e irdo atuar em receptores especificos do processo inflamatério, para
posterior liberacdo de mediadores inflamatdrios (eicosanoides, citocinas, quimiocinas e
proteases) como consequéncia do recrutamento e ativacdo leucocitaria (LEE, 2012).

O estado crénico da inflamacdo difere-se em relacdo a inflamacdo aguda, este

ocorre quando o quadro persiste por semanas, meses e até anos, 0 que provoca uma
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degeneracdo do tecido e esta estreitamente relacionado a ocorréncia de vérias doencas
cronicas (NASEF; MEHTA; FERGUSON, 2017), dentre elas psoriase, artrite
reumatoide, osteoartrite, sindrome metabélica, doenga de Crohn e doencgas neuroldgicas
(MACHADO, 2017).

Artrite reumatoide e osteoartrite sdo umas das principais doencas inflamatérias
que afetam grande parte da populacéo, e comumente tem se tornando cada vez mais, parte
do envelhecimento. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), doencas
inflamatorias s&o a terceira maior causa de mortes, sendo cerca de 3,46 milhdes de 6bitos
em dados do ano de 2012, o que contabiliza 10,8% do total de mortes naquele ano
(MARMITT et al., 2015).

1.2.1 Mediadores quimicos da inflamag&o

O inicio da resposta inflamatdria ocorre quando receptores reconhecem padrées
moleculares que sdo expressos por células inflamatdrias, devido a ativacdo de vias de
sinaliza¢do inflamatorias, dentre esses incluem-se o fator nuclear-kappa B (NF-xB),
proteina-1 ativada (AP-1) e fatores reguladores de interferon. Como resultado, tem-se a
producdo de citocinas pro-inflamatérias e genes como fator de necrose tumoral,
interleucinas, sintetase induzida de o6xido nitrico, ciclo-oxigenases (COXs), juntamente
com prostaglandinas (PGs) e nitritos (PARK et al., 2017).

O acido araquid6nico, um acido graxo insaturado, é liberado na membrana por
fosfolipases a partir do plasma e metabolizado por suas respectivas enzimas ou por COXs,
que resultam na formacdo de tromboxano A2 e PGs (Figura 4). As PGs tém papel
fundamental no desenvolvimento da resposta inflamatdria, geralmente € muito baixo seu
nivel em tecidos ndo inflamados, porém é consideravelmente imediato o aumento na
inflamacéo aguda, antes mesmo do recrutamento de leucécitos e infiltracdo de células
imunes, o que contribui na decorréncia dos sinais cardinais da inflamacdo aguda. Séo
quatro as principais PGs geradas in vivo: prostaglandina E2 (PGE2), prostaciclina (PGI2),
prostaglandina D2 (PGD2) e prostaglandina F2a (PGF2a) (RICCIOTTI; FITZGERALD,
2011).
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Figura 4 — Esquematizacdo da cascata do &cido aracdénico.
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Fonte: Adaptado de Kummer; Coelho, 2002.

A conversdo de acido araquiddnico em prostanoides é realizada pelas enzimas
COXs. Existem dois tipos de COXs, ciclo-oxigenase 2 (COX-2) que é uma isoforma
predominante e expressa no cérebro, induzida em tecidos lesados por Interleucina 1 (IL-
1B), Interferon o (IFN-a) e IL-6, porém néo € fonte exclusiva de PGs; e ciclo-oxigenase
1 (COX-1) que € a principal fonte de prostanoides relacionada a mediacdo de funcdes
fisiologicas, estando envolvida também, em processos patolégicos (RONCHETTI;
MIGLIORATI; DELFINO, 2017).

COX-2 é responsavel por transformar o acido araquidénico em prostaglandina E2,
esta promove vasodilatacdo local, ativacdo e migracdo de neutréfilos, macrofagos e
mastocitos, o que pode desencadear diretamente nociceptores através de receptores da
prostaglandina E (EP). PGE2 é considerada um agente sensibilizante devido a sua relacao
com o aumento da sensibiliza¢do de nociceptores diminuindo o limiar de canais de sodio,
modulacdo do canal para sensacdo de calor e sensibilizacdo dos neur6nios aferentes
primarios, na sensibilizacdo periférica, a bradicina. A liberacdo de bradicina pelos
mastocitos e tecidos danificados, sensibiliza receptores de bradicina 2 localizados em
todos os tecidos, principalmente 0s que sdo constitutivamente expressos nos neurénios, e
como consequéncia ha uma diminui¢do do limiar de calor causando uma dor de longa

duracdo que vem acompanhada da inflamacéo, além da producdo central de PGE estar
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estreitamente relacionada a causa de febre durante o processo (RONCHETTI;
MIGLIORATI; DELFINO, 2017).

Como decorréncia do processo inflamatério, o organismo realiza o recrutamento
de macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares, que irdo desempenhar um papel
fundamental no desenvolvimento da inflamacdo mediante a liberacdo de fatores de
regulacdo da fase aguda, conhecidos como citocinas, no sitio da inflamagdo. Esses
macréfagos juntamente com neutrofilos e as células teciduais que sofreram lesdo, liberam
uma gama de substancias antioxidantes e algumas enzimas. Espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio sdo amplamente induzidas para promover a producdo de fatores
transcricionais, essenciais para expressao de enzimas como catalase e colagenase. As
mitocdndrias sofrem rompimento, o que faz com que haja liberagcdo de enzimas liticas,
peroxidacao e destruicido de membranas e ainda, dano ao DNA (BELLO et al., 2015).

As citocinas sdo um grupo de polipeptideos de baixo peso molecular, divididas
em varias classes, dentre essas: interleucinas (IL), fatores de necrose tumoral, interferons
e quimiocinas, 0s quais fazem parte da regulacdo da resposta inflamatoria e imune
(CARVALHO; DOMINGUETI, 2016). A deflagracdo da cascata de citocinas pro-
inflamatdrias faz com que seja induzida uma producéo e secrecao de citocinas, nomeadas
como posteriores ou distais que perpetuam a resposta inflamatoria, o que causa
sensibilizacdo de nociceptores e interacdo com o sistema nervoso central (ALMEIDA et
al., 2018). Nas citocinas pro-inflamatdrias estdo incluidas IL-1, I1L-6, IL-8, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon (IFN) entre outros, nas anti-inflamatdrias estdo
presentes IL-4, 1L-10 e IL-13, responsaveis pela diminuicdo do processo inflamatdrio
(SILVA etal., 2017).

As células T CD4 * sdo responsaveis pela regulacdo da resposta imune e também
de doencas inflamatorias. Elas sdo ativadas depois de encontrar o antigeno especifico e
assim, expandem suas populacgdes e realizam uma diferenciacdo em varios subconjuntos
de células T efetoras (TH) (LU et al., 2011). As citocinas sdo originadas a partir da
diferenciacdo de células CD4" T em células que podem ser TH1, TH2 TH9, TH17, TH22
e células T efetoras foliculares, de acordo com o perfil de citocina. As células TH2
produzem IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IL-31 e IL-33 que contribuem para intensidade
e resposta inflamatéria. As células TH17 nos processos inflamatérios, autoimunidade e
resposta imune, expressam IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-8, TNF-o, IL-22 e IL-26. TH22 é
responsavel por expressar 1L-22 e TH9, IL-9 e IL-10 (AKIDS et al., 2016). As principais

citocinas pré e pos-inflamatdrias estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Principais Citocinas presentes no processo inflamatdrio.

Citocinas Funcoes
IL-6 Estimulador dominante da maioria das proteinas de fase aguda,
produzida por todas as células e tecidos.
TNF-o  Mediador precoce e potente da inflamacgdo, produzido por
monacitos e células T.
Pro- IL-1 Mediador precoce produzido por macréfagos e células endoteliais.
inflamatdérias  INF-y  Induz IL-12 e IL-18 e ativa macrofagos.
11-8 Associada a IL-6, atrai e ativa neutrofilos.
IL-2RA  Receptor soltvel circulante para IL-2, que promove linfécitos T,
imunoglobulinas e integridade intersticial.
IL-17  Propicia a expressdo de outras citocinas pro-inflamatorias.
IL-10  Modula a atividade do TNF-a
IL-13  Modula a funcdo dos macrofagos e inibe a expressao de citocinas
Anti- pré-inflamatdrias.
inflamatorias IL-4 Desempenha um papel na regulacdo negativa de citocinas proé-
inflamatorias.
IL-1IRA  Antagonista do receptor de IL-1, inibindo-a.
STNF-R  Antagonista do receptor de TNF-a.

Fonte: Adaptado de Kokotovic et al., 2017.

As celulas TH17 sdo capazes de produzir IL-17, citocina caracteristica destas
células. Ela encontra-se aumentada em doencas cronicas inflamatdrias, e podem ser
secretadas pelas células TH17, CD8*, células linfoides inatas e células NK (HA et al.,
2014). IL-17, também ¢é denominada como IL-17A, tem seu receptor IL-17RA, e quando
ativada propicia a expressdo de outras citocinas, quimiocinas e metaloproteases pro-
inflamatérias, atraindo neutrofilos para mediar as defesas contra varios tipos de
patdgenos. TH17 juntamente com IL-17A estdo envolvidas em varios distarbios como
artrite reumatoide, esclerose multipla, psoriase, doenca inflamatéria intestinal, asma
alérgica e dermatite atopica (AKDIS et al., 2016).

IL-1 faz parte de um grupo Unico nomeado de citocinas de dupla funcéo, presentes
constitutivamente em células em repouso sob condi¢cBes homeostaticas. Elas possuem
caracteristicas que sdo geralmente atribuidas a componentes intracelulares, mais
especificamente a proteinas nucleares, dentre essas estdo os fatores de transcricdo. Podem

ser encontradas no citosol ou no nucleo, quando se translocam atraves de localizagdes
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nucleares sequenciadas (RIDER et al., 2013). Compreende duas proteinas, IL-1a que é
uma forma ja biologicamente ativa e IL1-B, que sua atividade bioldgica depende da
ativacdo através de enzimas. IL1-o e IL-1P exercem efeitos similares ao se ligarem ao
receptor IL-1 do tipo | (AKIDS et al., 2016). Niveis aumentados de IL1-o estdo
relacionados a varias doencas autoimunes. Em pacientes com artrite reumatoide esses
niveis sdo elevados no liquido sinovial, na psoriase sua gravidade decorre da concentragdo
dessa interleucina, presente também em células em repouso, o que corrobora com o fato
da correlagcdo com eventos inflamatérios que envolvem necrose celular e dano tecidual
(RIDER et al., 2013).

Outra citocina pro-inflamatéria importante é o IFN-y. Ele € liberado por células T
e ativam macrofagos, aumentando a sinalizacdo pro-inflamatéria que acarreta em
captacdo de lipidios e formacdo de células espumosas, ainda estimulam a expressédo de
moléculas de adeséo, levando ao aumento do nimero de mondcitos e macrdofagos no local
da lesdo (CHISTIAKOV et al., 2018).

IL-6 é produzido por varios tipos de células, porém na inflamacéo aguda e durante
a inflamacgéo crénica, as principais fontes desta citocina sdo respectivamente, células
mieldides, como mondcitos e macrdéfagos, e celulas T. Ainda pode ser produzida por
fibroblastos, queratinocitos, celulas B, células endoteliais e alguns tipos de células
tumorais, sendo sua expressdo regulada por varios fatores de transcri¢éo, particularmente
NF-xB. IL-6 é sintetizada em praticamente qualquer tipo de inflamacéo em varios tecidos,
seu nivel sistémico é correlacionado com a gravidade da enfermidade, como em sepse,
obesidade, diabetes, doenca intestinal inflamatéria, artrite e vérios tipos de cancer
(DMITRIEVA et al., 2016).

A principal interleucina efetiva na ativacéo e recrutamento de neutrdfilos é a IL-
8, classificada como pertencente a familia de quimiocinas, justamente por ser um fator
quimiotatico especifico para os neutrofilos. E produzida por vérias células além dos
neutrofilos, como por exemplo mondcitos, macréfagos, linfécitos, células endoteliais e
epiteliais apos o estimulo de outras interleucinas, dentre elas IL-1a, IL-1b, IL-17 e TNF-
a. Seus receptores sdo CXCR1 (IL-8RA) e CXCR2 (IL-8RB), e sdo capazes de recrutar
também, células T, baséfilos, eosinodfilos e células NK. Encontram-se em concentracdes
elevadas em locais onde ocorrem inflamacdes, principalmente em pacientes com psoriase,
artrite reumatoide e infec¢bes no sistema respiratorio (AKDIS et al., 2016).

TNF-a ¢ conhecido por ser uma citocina inflamatoria de resposta a fase aguda,

mediando precocemente a inflamacdo e induzindo a producéo e expressao de IL-6, IL-8
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e ainda proteina C-reativa (JUNIOR et al., 2015). Produzida principalmente por
macréfagos, é capaz de induzir outras citocinas inflamatdrias e estimular a expressao de
moléculas de adesdo pelos fibroblastos, dessa forma desenvolve o papel de um dos
principais mediadores inflamatérios, tanto na inflamacdo propriamente dita, como na
destruicdo, principalmente articular. Membro da familia de TNF a linfotoxina a (LT-a),
antes conhecida como fator de necrose tumoral 3 (TNF-f), induz respostas inflamatorias
ao se ligar ao receptor de TNF 1 e ainda, desencadeia a apoptose celular, a partir da
ligagdo ao receptor de TNF do tipo 2 (SHAKER et al., 2016).

IL-10 é a principal citocina que participa na supressdo da inflamagdo, como
potente marcador anti-inflamatério, atuando nas fases posteriores da resposta imune, além
de manter o equilibrio dos niveis de expressdo de citoninas no intervalo entre pro-
inflamacéo e anti-inflamagdo (ZHANG et al, 2017). IL-10 desenvolve maltiplos efeitos
na imunorregulacdo e anti-inflamacdo, regulando além dos niveis de expressdo de
citocinas por TH1, como também histocampatibilidade de antigenos complexos da classe
Il e moléculas co-estimulatorias em macréfagos, aumentando a sobrevivéncia de células
B e a proliferagdo juntamente com a producdo de anticorpos (NIKOU et al.,2016).

IL-4 e IL-13 também desempenham papel regulatério do processo inflamatério,
sdo importantes na formacao da natureza de respostas imunes, podem ativar células da
linhagem mieloide, como macréfagos, células dendriticas e eosinéfilos. IL-4 participa
ainda da inducao de anticorpos IgE pelas células B, e subsequente desenvolvimento de
células T CD4* em células TH2 (MOSHKOVITS et al., 2015).

1.2.2 Tratamento farmacolégico

Vérios agentes anti-inflamatorios, atualmente, estdo direcionados para o
tratamento de diferentes tipos de dor associada a inflamacdo, que dispde de grande
eficiéncia na maioria dos casos, porém sdo elevadas as quantidades de efeitos colaterais
provocados, principalmente quando o uso € cronico (COSTA et al., 2013).

Uma das classes de farmacos mais utilizadas para tratamento de inflamacéo ¢ a
classe dos anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES). Os AINEs bloqueiam as proteinas
COXs, envolvidas na producdo tanto de PGs como também de tromboxanos, ambos
mediadores envolvidos no processo inflamatdrio. Alguns AINEs sdo capazes de inibir
COX-1 e COX-2, conhecidos como nao seletivos, outros podem ser seletivos inibindo
apenas COX-2, proteina extremamente relacionada aos efeitos desenvolvidos pela
inflamacédo (JIN, 2015).
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Na inflamacéo cronica do tecido, como por exemplo na artrite reumatoide, as PGs
s80 responsaveis por estimular a angiogénese, proveniente do processo artritico, o que
influencia a proliferacdo tecidual e a sintese das proteases, colagenases e
metaloproteinases que provocam a destruicéo tecidual local (CARVALHO; CARDOSO;
ERRANTE, 2016).

E segura a utilizagcio de uma dose baixa de AINES, porém por um curto periodo
de tempo, no entanto, seu uso prolongado e em doses mais altas pode desenvolver efeitos
colaterais graves, aumentando o risco de acidente vascular cerebral, ataque cardiaco,
hemorragia gastrointestinal e doenca renal, principalmente em usuarios que ja possuem
histérico desses problemas. Os farmacos seletivos tém menos efeitos colaterais com
relacdo aos efeitos gastrointestinais, mas sdo maiores 0s casos de efeitos cardiovasculares
(JIN, 2015).

A literatura indica que tanto o bloqueio da COX-1 como da COX-2 pode provocar
uma diminuicédo na sintese de PGs que tem a funcéo de proteger a mucosa gastrica, devido
a esse fator problemas clinicos podem ser desenvolvidos como ulceragdo, hemorragia,
hipermotilidade gastrica, além de possiveis efeitos adversos no figado, apontados por
recentes estudos com animais de laboratério (BELLO et al., 2015).

Como consequéncia dos efeitos colaterais, o desenvolvimento de novos farmacos
anti-inflamatorios é uma forte necessidade clinica. A descoberta de novos alvos anti-
inflamatdrios impulsiona o desenvolvimento de moléculas terapéuticas para tratamento,
no intuito de reduzir ou abolir a toxicidade gastrointestinal ocasionada pelo mecanismo
de acdo dos AINEs (YADAV; SINGH; TEWARI, 2014).

Outra classe utilizada que é bastante comum e que faz parte da estratégia no
tratamento de quadros de inflamacao aguda e cronica séo os anti-inflamatérios esteroides
(AIEs) ou glicocorticoides (GCs). Os GCs possuem efeitos anti-inflamatérios e
imunossupressores, muito utilizados para doencas reumaticas, vasculite, artrite
reumatoide e outras. Seu inicio de acdo e sua eficacia sdo bastante rapidas, principalmente
em doses altas e de maior duracdo, 0 que permite o tratamento de crises graves e
exacerbacOes agudas (SPIES et al., 2011), porém esta terapia consiste na alta ocorréncia
de muitos efeitos adversos, associadas a longas dosagens (GAUJOUX-VIALA; LAURE
GOSSEC, 2014).

O mecanismo de acdo dos GCs, que esta relacionado ao seu efeito terapéutico, se
da por: mecanismos gendmicos e mecanismos secundarios ou nao gendmicos provocados

pela ativagdo de receptores citosolicos de GCs; efeitos ndo gendmicos dos receptores GCs
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ligados a membrana; e efeitos ndo gendmicos especificos causados por interacfes
membranas celulares (SPIES et al., 2011). Estes farmacos irdo interagir com receptores
intracelulares controladores da transcricdo génica que codifica COX-2, NF-kB, IL-2 e
NO sintase induzivel, além de inibir osteocalcina nos osteoblastos e sintese de colagenase,
tornando-se uma das terapias mais utilizadas nos tratamentos de doencas reumaticas
(CARVALHO; CARDOSO; ERRANTE, 2016).

Na inflamagdo crénica e sistémica, o tratamento farmacoldgico visa controlar e
prevenir a dor, lesdo articular e perda da funcdo, otimizando a qualidade de vida do
portador. Geralmente sdo utilizados além dos AINES e GCs, imunossupressores e
farmacos modificadores do curso da doenca (FMCDs) que podem ser sintéticos ou
biolégicos (CARVALHO; CARDOSO; ERRANTE, 2016).

A patogénese de doencas inflamatorias levou a inclusdo de novas terapias
direcionadas que aumentaram significativamente o resultado clinico e o prognostico a
longo prazo para varios pacientes. A descoberta do papel desempenhado pelos processos
imunoldgicos, principalmente, mediados pela funcdo das células T no desenvolvimento
do processo inflamatério crénico, como também TNF, ILs e células B, introduziram o
tratamento com imunossupressores como resposta aos efeitos da doenca (SCHWARTZ;
MENGLE-GAW, 2006). Os imunossupressores mais utilizados incluem-se ciclosporina,
tacrolimo, rapamicina, azatioprina, e micofenolato de mofetila (CARVALHO;
CARDOSO; ERRANTE, 2016).

Outra classe sdo os farmacos modificadores do curso da doenca biologicos, que
podem ser anticorpos ou proteinas recombinantes, atuando como bloqueadores da
atividade de mediadores inflamatérios ou sinalizacdo das moléculas envolvidas nesse
processo, a partir do esgotamento das células B que produzem auto-anticorpos
caracteristicos da doenca ou blogueios dos sinais co-estimulatorios necessarios para ativar
as células T, que possuem alvos bioldgicos como as citocinas pro-inflamatorias como
TNF, IL-6 e IL-1 (ALDRICH et al., 2017).

Os farmacos preferenciais no tratamento inicial além dos AINES e GCs sdo 0s
FMCDs (MORETTO; PILOTO, 2014), dentre eles incluem-se cloroquina,
hidroxicloroquina, sulfasalazina, metotrexato e ciclosporinas (SANTOS et al., 2015). Os
FMCDs podem ser indicados ainda para os portadores de artrite reumatoide que ja tem
um diagndéstico definido e, possuem biomarcadores preditores da doenca, como
anticorpos anti-peptideos citrulinados cicilico e/ou fator reumatoide e ainda portadores

que nado responderam a tratamentos com outras classes de farmacos (MOTA et al., 2013).



37

Os FMCDs alteram o curso e a progressao da doenga, agindo na erosdo provocada
na cartilagem do 0sso e deficiéncia, atraves do bloqueio na producdo e/ou atividade de
mediadores inflamatdrios, em contraste com os AINEs e GCs que mesmo sendo agindo
mais rapidamente, ndo atuam nas deformidades causadas pela doenca, apenas suprimem
a dor e a inflamagdo. Atualmente seu uso pode ser individual ou em terapia combinada
com outros grupos anti-inflamatorios, o que vem diminuindo ambos efeitos adversos,
aumentando a eficicia do tratamento e também minimizando a dose efetiva de cada
medicamento, porém a descoberta de novos farmacos que podem fornecer essa dupla
vantagem, com efeito modificador da doenca prolongado juntamente com réapido efeito
anti-inflamatorio sintomatico sem risco de efeitos adversos potenciais, seria uma melhor
forma de adequacéo e aderéncia por parte dos pacientes ao tratamento (KASHMIRA et
al., 2015).

Com base no desenvolvimento de novos farmacos, durante a segunda guerra
mundial j& se tinha o propdsito de projecdo de farmacos melhorados a partir de outros ja
utilizados comercialmente. Assim, a partir da Cloroquina, em 1946, foi sintetizada a
hidroxicloroquina, ambas utilizadas para o tratamento da malaria, porém, alguns anos
apos foi descoberto seu uso em doencgas anti-inflamatorias cronicas, como artrite
reumatoide e lipus eritematoso sistémico, atualmente hidroxicloroguina € o composto
mais utilizado comercialmente dentre as 4-aminoquinolinas, e ainda, ambos sao
considerados os mais baratos dentre os FMCDs atualmente disponiveis e sensivelmente

menos dispendiosos do que os farmacos bioldgicos (RAINSFORD et al., 2015).

1.3 Cloroquina

No ano de 1981 foram testados analogos de quinina buscando um novo tratamento
para malaria, a partir de estudos foi descoberta a resoquina de onde foi possivel realizar
a sintese da cloroquina, tornando-se um dos agentes mais efetivos no tratamento. Durante
o periodo da segunda guerra mundial, soldados que faziam uso dos compostos como
profilaxia a malaria, demonstraram melhoras significativas de erup¢des cutaneas e artrite
reumatoide, o que levou ao indicio do seu uso para outras enfermidades (THOMAZ,

2018). A estrutura quimica da cloroquina é representada na Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura quimica da Cloroquina. Férmula molecular: CisH2CIN3;
nomenclatura IUPAC: 4-(7-cloro-4-quinolilamino) pentildietilaminoildietilamina.
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/

Fonte: Thomaz, 2018.

A cloroquina é um farmaco da classe de 4-aminoquinolinas utilizado amplamente
como profilatico no tratamento da malaria, com mais de seis décadas de uso como
medicamento de escolha, devido a sua eficacia, baixa toxicidade e baixo custo. Sua
propriedade anti-inflamatoria tem tornado essa classe Gtil no tratamento de algumas
doencas reumaticas. Ela é capaz de inibir a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias na
corrente sanguinea, 0 que corrobora com os efeitos terapéuticos demonstrados em casos
de inflamacéo crénica (SOLOMON; LEE, 2009).

Os compostos de cloroquina além de serem usados no tratamento da malaria, séo
eficazes para doencas cronicas como lUpus eritematoso sistémico, lapus discoide,
sarcoidose (SANTOS et al., 2015) e sdo usados no tratamento de artrite reumatoide ha
mais de 50 anos. Estes compostos sdo bastante utilizados em casos iniciais de artrite
reumatoide, em que as lesGes sdo leves ou moderadas e, sdo considerados eficazes e
seguros. Podem apresentar-se em duas formas: difosfato de cloroquina e sulfato de
hidroxicloroquina (MORETTO; PILOTO, 2014).

O mecanismo de acdo da cloroquina ainda ndo é totalmente conhecido, porém
acredita-se que diminuam a producdo de PGs e, sua atividade anti-inflamatéria esteja
relacionada a inibicdo de enzimas lisossomais pela estabilizacdo das membranas
lisossomais, quimiotaxia e fagocitose de polimorfonucleares. Por serem bases fracas
penetram livremente nas células atingindo os lisossomos (interior &cido), o que aumenta
0 pH do meio, prejudicando a acdo de enzimas que dependem do pH &cido para atuarem
e ainda, evita a sua liberacdo do interior celular. Podem inibir também a interacdao

antigeno anticorpo e formacgdo de imunocomplexos, diminuindo a expressdo de IL-1 e
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citocinas pro-inflamatérias, TNF-a e IL-6 induzidas por macréfagos, devido a uma
alteracdo na estabilidade a nivel de RNA mensageiro e de células TH, através da redugéo
de apresentacao de antigeno, alterando o sistema imune (MORETTO; PILOTO, 2014).

Os efeitos colaterais mais comuns sdo gastrointestinais relacionados a anorexia,
cOlicas, nduseas e diarreias; dermatol6gicos como prurido, alteragdes pigmentares na pele
e mucosas e fotossensibilidade. Também podem ocorrer efeitos raros como
hematoldgicos; neuroldgicos (cefaleia, insdnia, nervosismo, irritabilidade) que somem
nas primeiras semanas; neuromusculares como fadiga, mialgia e cardioldgicos. Efeitos
oculares podem ser comuns e ocorrem devido a toxicidade retiniana (retinopatia) que € o
efeito mais grave e irreversivel, e ainda, depésitos do farmaco na cornea e ceratopatia
(mais comum) que sdo reversiveis com a descontinuidade da droga (MORETTO;
PILOTO, 2014).

A cloroquina tem alta afinidade pelos tecidos, principalmente figado, baco, rins,
pulmdes, tecidos que contém melanina, em menor extensdo pelo cérebro e medula
espinhal (MORETTO; PILOTO, 2014), e ainda pela retina. Com o tratamento
prolongado, o farmaco passa a se acumular nos tecidos (BERGHOLZ et al., 2013),
tornando mais propicio o surgimento dos efeitos adversos e da toxicidade caracteristicos.

O deposito do farmaco em tecidos de afinidade e proveniente desenvolvimento de
efeitos colaterais importantes, implica no controle da concentragdo de cloroquina no
plasma, o que leva o tratamento a ter doses restritas, limitando seu uso. Devido a isso,
existe uma grande necessidade do desenvolvimento e descoberta de novas terapias,
juntamente com novos farmacos, que possam trazer menos efeitos adversos e maior
confiabilidade no tratamento.

A cloroquina possui um grupamento farmacoférico em seu nucleo quinolinico
(Figura 6) caracterizado pela composicdo de seus compostos bioativos, responsavel por
suas diferentes atividades farmacoldgicas: antimicrobiana, antituberculosa, anticancer,
anti-HIV, leshmanicida, antimalarica e anti-inflamatoria (ARANGO et al., 2012; GUO et
al., 2013).



40

Figura 6 — Estrutura do nucleo quinolinico, grupamento farmacoforico responsavel pelas

atividades farmacoldgicas da Cloroquina.
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Fonte: Adaptado de Almeida, 2014.

A sintese de novos derivados a partir da cloroquina tem gerado atividades
farmacoldgicas e biologicas significativas, a partir de substituicdes no ntcleo quinolinico
e mantendo esse grupamento farmacoforico. Toche e seus colaboradores (2010), indicam
que o atomo de cloro na posicdo C-4 é um ponto extremamente reativo e apto para
mecanismos de inclusdo e exclusdo, além da sua cadeia lateral. Modificagdes nessas
estruturas proporcionaram novos candidatos antimalaricos e atividades contra varias

linhagens de tumores humanos clinicamente isolados.

1.3.1 Derivados quinolinicos

Os compostos quinolinicos sdo heterociclicos que possuem nitrogénio em suas
unidades estruturais, indispensaveis para sua infinidade de propriedades farmacoldgicas
como: anticancerigenas, antioxidantes, antiproliferativas e anti-inflamatorias (GHORAB;
AL-SAID; ARAFA, 2014).

Estudos realizados com derivados de quinolinas, 4-carboxilquinolinas, a partir da
incorporacgdo do grupo metil sulfonil em seu grupamento farmacofdrico na posicéo para
em C-2 e C-4 do anel fenilo, demonstraram-se como potentes inibidores de COX-2, além
de serem seletivos a essa enzima. Outros ensaios com modificacdes em derivados
quinolinicos que formaram 7-cloro-4-fenilselenilquinolina, mostraram potencial anti-
inflamatério e antinociceptivo semelhante ao meloxicam, farmaco utilizado como
referéncia em tratamento de inflamacédo, com atividade seletiva para COX-2 (PINZ et al.,
2017).

Santos e colaboradores (2015) a partir de substituicbes no grupamento
farmacoforico, a partir do farmaco cloroquina, observaram que os derivados sintetizados

demonstraram capacidade de modular a nocicepc¢éo, reduzir a migracdo celular sugerindo
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atividade anti-inflamatdria aguda e modulagdo da atividade anti-inflamatoria crénica,

com base em experimentos in vivo.
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1.4 Justificativa

Muitas enfermidades que acometem a populacdo mundial, estdo relacionadas a
sintomas de dor e inflamag&o, principalmente em casos que desenvolvem sinais cronicos
resultantes de doengas como artrite reumatoide, reumatismo, artrose, dentre outros.

O tratamento é bastante convencional e envolve principalmente analgésicos
opioides, anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) e glicocorticoides (GCs), porém
estas classes desenvolvem um grande nimero de efeitos adversos, principalmente no uso
prolongado e crénico, que limitam seu uso e fazem com que muitos usuarios interrompam
ou abandonem o tratamento, além de ndo atuarem devidamente para tratar a doenga, mas
como tratamento para apenas minimizar os sintomas. Devido a isto, nos Gltimos anos
foram incluidos classes de imunossupressores e farmacos modificadores do curso da
doenca (FMCDs) no tratamento de algumas doencas crénicas relacionadas e, € cada vez
maior o numero de pesquisas para o desenvolvimentos de novas terapias e novas drogas
capazes de atuar, com menos efeitos adversos e que atuem no tratamento de fato, ndo s
como efeito paliativo.

Os FMCDs séo utilizados para tratar de fato a problematica da doencga que cause
dor e inflamacdo cronica. Dentre eles tem-se cloroquina, hidroxicloroquina, ciclosporinas
e sulfasalazina. A cloroquina, uma 4-aminoquinolina, € um dos mais antigos utilizados
no tratamento de artrite reumatoide, doenca cronica e autoimune.

A partir desses principios surge a necessidade de testar os derivados 4-
aminoquinolinicos, em comparacao com farmacos anti-inflamatorios e analgésicos, como
também o proprio protétipo, a nivel nociceptivo e inflamatdrio in vivo, promovendo o
descobrimento de novos farmacos nesse ambito, como também na elucidacdo de novas
drogas derivadas de outras ja utilizados, com o principio de melhoria dessa terapia

analgésica e anti-inflamatéria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatério de derivados sintéticos

com o nucleo 4-aminoquinolinico: C12HeCIN2 (DS4AMQL), C11H9CIN202 (DSAAMQ?2),
C17H20CIN3 (DS4AMQ3), C11H12CIN3 (DS4AMQ4) através de modelos experimentais in

Vivo.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a toxicidade in vitro e in vivo dos derivados sintéticos de 4-
aminoquinolina;

Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos derivados sintéticos de 4-
aminoquinolina (v.0.) no modelo de peritonite induzida por Zymosan;

Avaliar a atividade antinociceptiva dos derivados sintéticos de 4-aminoquinolina
(v.0.) no modelo de contor¢do abdominal induzida por acido acético;

Avaliar atividade antinociceptiva dos derivados sintéticos de 4-aminoquinolina
(v.0.) no modelo de nocicepcéao induzida por formalina;

Avaliar a atividade antinociceptiva dos derivados sintéticos de 4-aminoquinolina
(v.0.) no modelo de nocicepcédo induzida por glutamato;

Avaliar a atividade antinociceptiva dos derivados sintéticos de 4-aminoquinolina
(v.0.) no modelo de nocicepcédo induzida por placa quente (hot plate);

Avaliar a performance motora dos animais pds-tratamento com os derivados

sintéticos de 4-aminoquinolina (v.0.) no modelo de barra giratdria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo das substancias teste

As substancias para teste utilizadas foram previamente sintetizadas a partir da 4-
aminoquinolina, desenvolvidas pelo Grupo de Catalise e Reatividade Quimica —
GCaR/IQB/UFAL e cedidas pelo Professor Dr Mario Roberto Meneghetti, resultando em
quatro derivados sintéticos de 4-aminoquinolina (DS4AMQs): N-(prop-2-inil)-7-cloro-
quinolin-4-amina  (DS4AMQ1), Acido  2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)  acético
(DS4AMQ2), N-(4-(dietilamino)but-2-inil)-7-cloro-quinolin-4-amina (DS4AMQ3) e N-
(2-aminoetil)-7-cloroquinolin-4-amina (DS4AMQ4) (Figura 7).

Figura 7 — Estruturas quimicas dos derivados de 4-aminoquinolina.
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Fonte: Autor, 2019.

3.2 Substancias e reagentes

No ensaio de viabilidade celular in vitro, pelo método de MTT as substancias
testes foram utilizadas nas doses de 0,1, 1, 10, 100 uM, como também os farmacos

padrodes utilizados: Dipirona (DIP, Gemini), Cloroquina (CLO, Difosfato de Cloroquina,
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Fagron) e Dexametasona (DEXA, Fagron). Foram utilizados ainda, meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI, Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(CUT-LAB) e 1 mL de aminoécidos ndo essenciais, de piruvato (Sigma-Aldrich) e de
glutamina (Sigma-Aldrich), Dimetilsuféxido (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich) como
veiculo, Triton™ X-100 para controle negativo e [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio] (MTT, Sigma-Aldrich).

Nos ensaios in vivo as substancias teste foram utilizadas nas doses de 1, 10, 50,
55, 99, 310 mg/kg e os farmacos padrdo de referéncia nas seguintes doses: 10 mg/kg
Cloroquina (CLO, Difosfato de Cloroquina, Fagron), 30 mg/kg Dipirona (DIP, Gemini),
30 pmol/kg Indometacina (IND, Henrifarma), 1 mg/kg Dexametasona (DEXA, Fagron),
5,7 mg/kg Morfina (MOR, Dimorf®, Cristalia) e 1,5mg/kg Diazepan (DZP, Compaz®,
Cristalia). A administracdo das substancias teste e dos farmacos foi realizada 40 minutos
antes do inicio do experimento, atraves de via oral (v.0) menos a Morfina e o Diazepan
que foram administrados por via intraperitoneal (i.p).

Os padrdes e substancias teste administrados por v.o. foram emulsificados com
Monoleato Polioxietilenossorbitano (Tween 80®, Sigma-Aldrich, 0,01% (v/v)) e solucéo
salina (NaCl, 0,9%). Para a Morfina e o Diazepan que foram administrados por via i.p.
utilizou-se apenas solucdo salina (NaCl, 0,9%) para diluicéo.

No ensaio de nocicepcdo induzido por formalina, esta foi preparada a partir de
Formaldeido (P.A., Sigma-Aldrich) a 100% diluido em solucéo salina (NaCl, 0,9%), até
atingir 2,5% de concentracdo. Foi utilizado 250 pL (10mg/mL) de solugdo estéril de
Zymosan (Sigma-Aldrich) no ensaio de peritonite induzida por Zymosan. O acido acético
(Acido acético glacial P.A., Sigma-Aldrich) 100% foi diluido a 0,1 N, para realizacdo do
ensaio de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Para o ensaio de nocicepg¢éo
induzida por glutamato, o Acido glutamico (Sigma-Aldrich) foi utilizado na concentragao

de 30 pumol/pata.

3.3 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (25-35 g) de ambos 0s géneros,
adultos com 6 a 8 semanas de idade. Os animais foram dispostos em caixas de acrilico
com tampa de ferro cromado, subdivididos em grupos de 6 animais por caixa e
acomodados em aparelho microisolador com exaustdo de ar no biotério setorial do
Laboratorio de Farmacologia e Imunidade (LaFl). No decorrer da pesquisa, 0s animais

foram mantidos em condic¢Oes controladas de temperatura (22 £ 2°C) e luminosidade
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(ciclo de claro/escuro de 12 horas — fase escura: 19:00 as 7:00h), tratados com agua e
racdo ad libitum.

Todos os animais utilizados nessa pesquisa foram manipulados de acordo com
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Alagoas (UFAL), aprovado pelo protocolo de nimero 04/2018 (Anexo A).

3.4 Ensaio in vitro

3.4.1 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT (MOSMANN, 1983)

O ensaio de MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio] tem como base
a reducdo do sal de tetrazolio (amarelo, solivel em agua) em Formazan (roxo, insoluvel)
(Figura 8). Essa reducédo so é possivel se as mitocondrias celulares estiverem viaveis,
promovendo ao ensaio colorimétrico, quantificar essa viabilidade celular (KARAKAS;
ARI; ULUKAYA, 2017).

Figura 8 — Reacdo de reducéo de MTT a Formazan
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Fonte: Grela; Koztowskab; Grabowiecka, 2018.

Em uma microplaca com 96 pocos foram plaqueados macrofagos da linhagem
J774, numa densidade de 1 x 10* células por poco, sendo estas cultivadas em 200 pL de
meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 1 mL de amino&cidos ndo essenciais, de piruvato e de glutamina, nas respectivas
concentracdes, 100 mM e 200 mM. As células plaqueadas foram mantidas em estufa a 37
+ 1°C com atmosfera de 5% de CO», em over night para melhor aderéncia antes do
tratamento. As células foram tratadas com as substancias teste nas concentracdes de 100,
10, 1 e 0,1 uM, além dos farmacos padrées: cloroquina, dipirona e dexametasona nas

concentragoes de 100, 10, 1 e 0,1 uM e ainda os controles: meio (dimetilsufoxido —
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DMSO 0,1% — veiculo) e lise (Triton™ X-100) utilizado como padrdo de morte celular,
pois é capaz de promover a lise das células.

Apos o tratamento, as células foram mantidas sob as mesmas condigdes descritas
anteriormente por um periodo de 48 h. Ao término do periodo de incubagdo, o
sobrenadante foi descartado e foi adicionado a cada pogo 100 pL de solugdo de MTT a
0,5 mg/mL e reincubadas por 1 h em estufa, sob temperatura controlada (37 = 1°C) e 5%
de CO,, para que ocorra a reacao de reducdo do MTT a Formazan. 1 h antes da adi¢do do
MTT, o sobrenadante foi desprezado nos pogos com o controle de lise e adicionado
Triton™ X-100. Logo ap6s a reincubacdo, o sobrenadante foi desprezado e as células
foram lisadas com 100 pL de DMSO, solvente capaz de solubilizar o Formazan
encontrado no interior das células viaveis. Por fim, para a avaliacdo quantitativa, 0s po¢os
foram analisados em um leitor de microplacas no comprimento de onda 550 nm
(ThermoPlate).

3.5 Ensaios in vivo

3.5.1 Teste de toxicidade aguda por via oral — “Up-and-Down-Procedure” (OECD, 2008)

No teste "Up-and-Dow” as doses sao administradas podendo haver seu aumento
ou diminuicdo, até que se obtenha o valor da dose letal média (DL50), dose em que
metade do grupo venha a Obito, e o valor da dose de seguranca, que ndo causara sinais de
toxicidade aos animais. Para substancias desconhecidas e em que ndo houver uma
estimativa da letalidade, a dosagem inicial € de 175 mg/kg, pois ha maioria dos casos,
esta dose € subletal e, portanto, serve para reduzir o nivel de dor e sofrimento.

Os animais foram divididos em cinco grupos (h = 5), um grupo para cada
substancia e um grupo controle utilizando o veiculo salina (NaCl, 0,9%) v.o.. No 1° dia
foram tratados com as substancias testes na dose inicial de 175 mg/kg v.o., administrada
individualmente, e apds 48 h foi feita a administracdo no proximo animal de cada grupo,
até completar o nimero de cinco animais por grupo. Além da dose de 175 mg/kg v.o.,
todas as substancias foram administradas na dose de 55 mg/kg v.o da mesma forma, e
ainda para DS4AMQL1 e DS4AMQ?2 foi utilizada a dose de 99 mg/kg v.o0., e DS4AMQ3
e DS4AMQ4 a dose de 310 mg/kg v.o. seguindo o mesmo padrdo e utilizando o fator de
progressao 4,0 escolhido (Anexo B e C). Os animais foram observados nas primeiras 4 h
apos administracdo e uma vez ao dia durante 14 dias ap0s o tratamento, realizando a

pesagem, analisando e anotando parametros de toxicidade, descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Parametros de avaliacdo de animais ap0s a exposi¢ao aguda.

Parametro

Descricao

Estado consciente

Atividade e
coordenacdo do sistema

motor e tbnus muscular

Reflexos

Atividades sobre o
Sistema Nervoso
Central (SNC)

Atividades sobre o
Sistema Nervoso
Autondémo (SNA)

Atividade geral

Resposta ao toque

Resposta ao aperto

da cauda

Endireitamento

Forca para agarrar

Tonus do corpo

Auricular

Corneal

Tremores

Convulsoes
Cauda em straub

Sedacdo

Anestesia

Ataxia
Lacrimagdo
Cianose
Ptose
Salivagdo

Piloerecdo

Verificar a locomogdo dentro da caixa, bem
como o ato de levantar e farejar do animal.
Tocar o animal por 15 segundos e examinar
a resposta imediata dele.

Apertar a ponta da cauda do animal com
pinca e observar a reagcdo do mesmo.
Colocar o animal com o dorso para baixo e
verificar a laténcia com que volta a posicdo
normal.

Colocar animal sobre grade e avaliar
intensidade em gue se segura na mesma.
Verificar sua presenca ou ndo e o grau.
Estalar os dedos e observar a posicdo da
orelha ap6s o estimulo.

Aproximar uma pinca até os olhos, sem tocé-
los, e observar se o animal os fecha.
Observar se estdo presentes e qual
intensidade.

Observar a presenca ou auséncia.

Verificar cauda em posicdo normal ou ereta.
Animal sem movimento, mas responde a
estimulos.

Animal sem movimento e sem resposta a
estimulos.

Movimentos descoordenados.

Observar se esta presente e o grau.

Pele azulada.

Olho fechado, palpebras caidas.

Observar se esta presente e o grau.

Pélos erguidos.

Fonte: Traesel, 2014.

Quando os trés primeiros animais chegaram a ébito ou foi necessaria a eutanasia,

ndo foi administrado a substancia nos dois animais restantes, e logo apds foram retirados
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o0s 6rgdos como: cérebro, coracdo, rins, pulmdo, figado, baco e estbmago, para andlise

macroscapica e histopatologica. Os animais sobreviventes tiveram seus 6rgaos retirados

no 15° dia.

No caso da eutanésia ter sido realizada foram seguidas as normas indicadas pela

metodologia, como descrito na Tabela 3, baseada em sinais de dor e sofrimento

significativos para os animais, impedindo casos de dor, sofrimento e angustia.

Tabela 3 — Sinais criticos de dor e sofrimento para animais apds exposi¢cdo aguda.

Sinais de sofrimento e dor

Vocalizagdo anormal
Agressividade anormal
Postura anormal
Reacdo anormal ao manuseio
Movimentos anormais

Trauma auto-induzido

Feridas abertas ou ulceracdes na pele

Dificuldades na respiracéo
Ulceracdo da cornea
Fraturas 6sseas
Relutdncia em se mover
Aparéncia externa anormal
Perda rapida de peso, emagrecimento, ou
desidratacdo grave

Sangramento significativo

Fonte: Adaptado de HUMANE ENDPOINTS - OECD. 2016. Disponivel em <

https://www.humane-endpoints.info/en/oecd> Acesso em: 05 Set. 2018.

3.5.2 Ensaio de nocicepc¢éo induzida por formalina (HUNSKAAR & HOLE, 1987)

Os animais distribuidos em 16 grupos (n = 6) foram tratados com solucéo salina
(controle negativo, 10 mL/kg, v.0.); Morfina (controle positivo da fase 1, 5,7 mg/kg, i.p.);
Indometacina (controle positivo da fase 2, 30 umol/kg, v.0.); Cloroquina (10 mg/kg, v.0.)
e as substancias teste (DS4AMQ1, DS4AAMQ2, DS4AAMQ3 e DS4AMQ4) nas doses de
1, 10 e 50 mg/kg v.o. O ensaio foi realizado a partir da administracdo de DS4AMQL,
DS4AMQ2, DS4AMQ3, DS4AAMQ4 e dos padrBes negativos e positivos, e apds 40
minutos foi administrado 20 pL de formalina 2,5% por via intraplantar na face dorsal da
pata traseira do animal. Ap6s a administracdo da formalina, o tempo em que o animal
permaneceu lambendo a pata foi cronometrado, sendo este um critério indicativo de
nocicepcao, este registro do tempo se estabeleceu em dois periodos: 12 fase (0-5 minutos)
e 22 fase (15-30 minutos), que sdo respectivamente relacionadas a dor neurogénica ou

aguda e a dor inflamat6ria, como demonstrado na Figura 9.
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Figura 9 — Esquematizacéo do ensaio de nocicepcéo induzido por formalina
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M Fase 1 £
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Fase 2
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40 min. 5 min. 10 min. 15 min.
TRATAMENTO esTivuLo Fase 1 e 2: tempo de lambida da pata (s)
Salina (10 mL/kg V.O.); Formalina 2[5%

Morfina (5,7 mg/kg i.p.);

Indometacina (30 pmol/kg v.o.);
Cloroquina (10 mg/kg v.0.);
Substancias teste (1, 10, 50 mg/kg v.o.)

Fonte: Autor, 2019.

3.5.3 Avaliagéo da atividade anti-inflamatoria

3.5.3.1 Ensaio de peritonite induzida por Zymosan (DOHERTY et al., 1985)

Os animais serdo divididos em 7 grupos (n = 6) e pré-tratados com: Indometacina
(30 umol/Kg, v.0.); salina (10 mL/kg, v.0.); Cloroquina (10 mg/kg, v.0.); e 0s grupos
tratados com DS4AMQ1, DS4AMQ2 e DS4AMQ3 na dose de 50 mg/kg, v.o. Apos 40
minutos foi administrado 250 pL (10 mg/mL) de solugao estéril de Zymosan na cavidade
peritoneal dos animais. Decorrido 6 horas da administracdo de Zymosan, 0s animais
foram eutanasiados e foi coletado o lavado peritoneal apos injecdo na cavidade de 3 mL
de HANKS (HBSS, livre de Ca," e Mg:") (Figura 10). A partir do lavado peritoneal foi
realizada a contagem dos leucdcitos totais presentes no exsudato. Para isso, a amostra foi
diluida em azul de Tripan (1:20), e a contagem realizada em camara de Neubauer, sob

microscopio optico em objetiva de 10x.



Figura 10 — Esquematizacéo do ensaio de peritonite induzida por Zymosan
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H.".
) A ——
40 min. 6 horas

TRATAMENTO INDUCAO DA COLETADO CONTAGEM DE
Salina (10 mL/kg v.0.); PERITONITE LAVADO LEUCOCITOS
Indometacina (30 pmol/kg v.0.); (ZYMOSAN) PERITONEAL TOTAIS
Cloroquina (10 mg/kg v.0.);
Substancias teste (50 mg/kg v.0.)

Fonte: Autor, 2019.

3.5.4 Avaliagdo da atividade antinociceptiva

3.5.4.1 Ensaio de contor¢do abdominal induzida por acido acético (COLLIER et al,

1968)

Os animais foram distribuidos em 6 grupos (n = 6) e tratados 40 minutos antes da

administracao do acido acetico 0,1M, com solucdo salina (controle negativo, 10 mL/kg,

v.0.); Dipirona (controle positivo, 40 mg/kg, v.0.); Cloroquina (10 mg/kg, v.0.) e
DS4AMQ1, DS4AMQ2, DS4AMQ3 (50 mg/kg, v.0.). Ap6s os 40 minutos foi

administrado acido acético 0,1M (na dose de 0,1 mL/10g, i.p). As contor¢bes foram

contabilizadas 5 minutos apds a administracdo do acido acetico, por um periodo de 20

minutos como demonstra a Figura 11.
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Figura 11 — Esquematizacéo do ensaio de contorcdo abdominal induzida por acido acético
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40 min. 5 min. 20 min.
TRATAMENTO ESTIMULO Contagensdo nimero de
Salina (10 mL/kg v.0.); Acido acético 0,1M contor¢des

Dipirona (40 mg/kg v.0.);
Cloroquina (10 mg/kg v.0.);
Substancias teste (50 mg/kg v.o.)

Fonte: Autor, 2019.

3.5.4.2 Ensaio de nocicepcao induzida por glutamato (BEIRITH et al., 2002)

Os animais serdo distribuidos em 6 grupos (n = 6) onde serdo pré-tratados com
solucéo salina (controle negativo, 10 mL/kg, v.0.); Morfina (controle positivo, 5,7 mg/kg,
i.p.); Cloroquina (10 mg/kg, v.0.); e substancias testes (DS4AMQ1, DS4AMQ2,
DS4AMQ3) na dose de 50 mg/kg, v.o. O ensaio foi realizado a partir da administracao
das substancias teste e dos padrdes negativo e positivo, e apds 40 minutos foi
administrado 20 uL de glutamato (30 umol/pata) por via intraplantar na face dorsal da
pata traseira do animal (Figura 12). O tempo em que 0s animais permaneceram lambendo
a pata foi cronometrado durante 15 minutos apds a administracdo do glutamato. Este é o

tempo considerado como o indicativo de dor.
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Figura 12 — Esquematizacdo do ensaio de nocicepc¢éo induzida por glutamato

TRATAMENTO ESTIMULO Tempo de lambida da
Salina (10 mL/kg v.0.); Glutamato pata (s)
Morfina (5,7 mg/kg i.p.);

Cloroquina (10 mg/kg v.0.);

Substancias teste (50 mg/kg v.o.)

Fonte: Autor, 2019.

3.5.4.3 Ensaio da placa quente (KURAISHI et al., 1983)

Os animais foram distribuidos em 6 grupos (n = 6) e tratados com solucéao salina
(controle negativo, 10mL/kg, v.0.); Morfina (controle positivo, 5,7 mg/kg, i.p);
Cloroquina (10 mg/kg, v.0.) e as substancias teste (DS4AMQ1, DS4AMQ2 e DS4AMQ3)
na dose de 50 mg/kg, v.o0. Apds um intervalo de 30 minutos os animais foram colocados
em uma placa aquecida a 54 + 1,0 °C e suas respostas ao estimulo térmico cronometradas
(em segundos) como a laténcia a lambida, levantamento ou mordida em uma de suas patas
dianteiras ou traseiras, onde o tempo de laténcia do animal foi registrado em intervalos
de 30 minutos durante 2 horas. Para isto, foi realizada uma pré-selecdo com os animais,
no qual foi registrada uma medida antes da administracdo dos tratamentos, estabelecendo-
se 0 tempo de corte (maximo de permanéncia do animal na placa) de 15 segundos (Figura
13).
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Figura 13 — Esquematizacao do ensaio da placa quente

l
asssssssss) CEEE————
30 min. 60 min. 90 min.
Treinamento  TRATAMENTO Respostas ?0
Salina (10 mL/kg v.0.); estimulo térmico (s)
Morfina (5,7 mg/kg i.p.); * Laténcia a lambida
Cloroquina (10 mg/kg v.0.); * Levantamento ou mordida das patas

Substancias teste (50 mg/kg v.0.)

Fonte: Autor, 2019.

3.5.5 Avaliagéo da performance motora

3.5.5.1 Ensaio da Barra Giratéria (DUNHAM; MIYA, 1957)

A fim de descartar qualquer comprometimento motor, este ensaio foi realizado a
partir da pré-selecdo dos animais baseados em duas sessdes de treino 24 e 48 horas antes
do ensaio, com base na sua capacidade de permanecer em uma barra anti-derrapante, com
3,0 cm de diametro e 50 cm de comprimento, girando a 16 rpm, a uma altura de 25 cm,
durante 4 minutos. No 3° dia, 0s seis grupos de animais pré-selecionados (n = 6) tratados
com: salina (controle negativo, 10 mL/kg, v.0.); Diazepam (controle positivo, 1,5 mg/kg,
i.p.); Cloroquina (10 mg/kg, v.0.) e substancias teste (DS4AMQ1l, DS4AMQ2 e
DS4AMQ3) na dose de 50 mg/kg v.0. Todos os animais tratados com os DS4AMQs
juntamente com a Cloroquina, quarenta minutos ap0s a administracdo v.o., e aqueles
tratados com Diazepan sessenta minutos ap0os a administracdo i.p., foram colocados sobre
a barra, onde entdo foram registrados o nimero de quedas e a laténcia a queda (em

segundos) num tempo maximo de 4 minutos (Figura 14).
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Figura 14 — Esquematizacao do ensaio da barra giratoria

40 min. 60 min.

N

12 DIA 22 DIA TRATAMENTO Avaliacdo dos
Treinamento Treinamento Salina (10 mL/kg v.0.); parametros
Diazepan (1,5 mg/kg i.p.);
Cloroquina (10 mg/kg v.0.);
Substancias teste (50 mg/kg v.0.)

Fonte: Autor, 2019.

3.6 Anélise estatistica

Os resultados obtidos serdo expressos como média * erro padrao da média (e.p.m.)
e as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos foram analisadas utilizando a
Anélise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnet. Os valores dos resultados
foram considerados significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. As
analises foram realizadas no software GraphPad Prism® vers3o 7.

A obtencdo dos valores de Dose Letal Média (DL50) foram calculados através da
construcio das curvas dose-resposta toxica em tabela em Microsoft® Office Excel 2013,

a partir do modelo criado por Probits Analyses, com limite de confianca de 95%.
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4. RESULTADOS
4.1 Ensaio in vitro
4.1.1 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT

O Gréfico 1 mostra o efeito dos derivados sintéticos 4-aminoquinolinicos
(DS4AMQs) em diferentes concentragdes no ensaio de viabilidade celular a partir do
método colorimétrico de MTT. No Gréafico 1A é possivel observar o efeito dos
DS4AMQs na concentracdo de 0,1 uM, enquanto nos Gréaficos 1B, 1C e 1D a
concentracdo dos derivados foi de 1, 10 e 100 uM, respectivamente. Neles é possivel
observar que ndo houve reducdo significativa da viabilidade das células em comparacdo
com o grupo controle (Meio) nas concentragdes de 0,1, 1 e 10 uM, porém na concentracdo
de 100 puM os derivados DS4AAMQ1, DS4AAMQ3 e DS4AMQ4 apresentaram reducao
estatisticamente significativa da viabilidade celular (**p<0,01; ***p<0,001). Sendo
assim, pode-se dizer que DS4AAMQ2 em nenhuma de suas doses testadas apresentou
citotoxicidade. A dexametasona, um glicocorticoide com agéo anti-inflamatoria, utilizado
amplamente no mercado, foi escolhida como farmaco padrdo neste teste e apresentou
citotoxicidade significativa (**p < 0,01) na concentragdo de 100 puM, como pode ser
observado no Grafico 1D. Nas outras concentragdes, dexametasona ndo mostrou nenhum
efeito citotdxico significativo, ou seja, ndo houve interferéncias na viabilidade das

células.
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Gréfico 1 - Efeito dos compostos DSAAMQ1, DS4AAMQ2, DS4AMQ3, DS4AMQ4, Dipirona,
Dexametasona e Cloroquina (todos nas concentragdes de 100, 10, 1, 0,1uM) sobre a
viabilidade de macroéfagos da linhagem J774 no ensaio de MTT.
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Fonte: Autor, 2019.

Nota: A — Efeito dos DS4AMQs, Cloroquina, Dexametasona e Dipirona no ensaio de MTT na
concentragdo de 0,1 uM; B — Efeito dos DS4AMQs, Cloroquina, Dexametasona e Dipirona no
ensaio de MTT na concentracgdo de 1 uM; C — Efeito dos DS4AMQs, Cloroquina, Dexametasona
e Dipirona no ensaio de MTT na concentracdo de 10 uM; D — Efeito dos DS4AMQs, Cloroquina,
Dexametasona e Dipirona no ensaio de MTT na concentracdo de 100 M. Os dados representam
a média * e.p.m. dos grupos tratados comparados ao controle (Meio) através de uma Analise de
Variancia (One-way ANOVA) seguidos do Teste de Dunnet, onde foram considerados

significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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A Concentracdo Letal Mediana (CL50), que corresponde a concentracdo média
capaz de causar morte celular, foi calculada juntamente com a toxicidade méxima em
porcentagem (%), correspondente a quantidade de morte celular na maior concentracao
utilizada (100 puM), dos DS4AMQs e farmacos padrdo testados como controle, Dipirona,
Dexametasona e Cloroquina, como observa-se na Tabela 4. De acordo com as
concentracdes testadas, Dipirona, Cloroquina e DS4AMQ1 obtiveram CL50 e
citotoxicidade superior a concentracdo maxima testada (100 uM). Um dos farmacos
padréo testado, dexametasona, demonstrou CL50 igual a 86,5+13,4 uM (concentragédo
que causa 50% de inibicdo do crescimento de macrofagos) e citotoxicidade maxima de
53,5+2,8%. Dentre os DS4AAMQs, DS4AMQ2 demonstrou-se com CL50 superior a 100
MM, porém sua citotoxicidade méaxima correspondeu a 40,3+4,9%, DS4AMQ3 teve sua
CL50 de 94+1,4 uM e toxicidade maxima de 52,7+1,5%, e DS4AMQ4 CL50 igual a
67,4+0,5 UM e 77,9£0,1% de toxicidade maxima.

Tabela 4 - Efeito dos compostos DSAAMQ1, DS4AMQ2, DS4AMQ3, DS4AAMQ4, Dipirona,
Dexametasona e Cloroquina (todos nas concentragdes de 100, 10, 1, 0,1uM) sobre a

viabilidade de macré6fagos da linhagem J774 no ensaio de MTT.

Substancias CL50 (uM £ E.P.M.)? Citotoxicidade Maxima
(% + E.P.M.)°
Dipirona >100 NT

Dexametasona 86,5+134 53,56 £ 2,8**
Cloroquina >100 NT
DS4AMQ1 >100 40,3 £ 4,9*%
DS4AMQ?2 >100 NT
DS4AMQ3 94+14 52,7 £ 1,5**
DS4AAMQA4 67,4 +0,5 77,9 £0,1***

Fonte: Autor, 2019.

Notas: Os resultados referem-se a: a —a Concentracdo Letal de 50% (CL50) calculada através de
curvas concentracao-resposta toxica. b — Média * erro padrdo da média da citotoxicidade maxima
em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito maximo foram considerados
significativos quando em relacéo ao grupo DMSO. Os valores foram considerados significativos
guando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.

NT: N&o determinado Citotoxicidade méaxima para células até a concentracdo de 100 UM em

comparagdo com o grupo DMSO.
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4.2 Ensaios in vivo

4.2.1 Teste de toxicidade aguda por via oral — “Up-and-Down-Procedure”

O Gréfico 2 mostra a variacdo do peso dos animais a partir do primeiro dia de
administracdo dos DS4AMQs, até o 14° dia, pode-se observar que ndo houve nenhuma
variacao estatisticamente significativa com relagdo ao peso dos animais que ndo vinheram
a Obito ou foram eutanasiados. O Grafico 2A, esta relacionado a dose de 310 mg/kg v.o.
da substancia DS4AMQ4, o Gréafico 2B demonstra os DS4AMQs na dose de 175 mg/kg
v.0., 0 Gréfico 2C, mostra as substancias DSAAMQ1 e DS4AMQ?2 na dose de 99 mg/kg
v.0., € 0 Gréfico 2D mostra todos DS4AMQs na dose de 55 mg/kg v.0. DS4AMQ4 na
dose de 310 mg/kg ndo aparece no grafico pois houve Gbito ou eutanasia de todos os

animais pertencentes a este grupo, nas primeiras horas apos administragéo.
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Gréfico 2 — Variacao de peso dos animais submetidos ao tratamento com os DS4AAMQs nas
doses de 310, 175, 99 e 55 mg/kg, do teste de toxicidade aguda por via oral.
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Fonte: Autor, 2019.

Nota: A — Peso dos animais ap6s a administracdo de DS4AMQ4 na dose de 310 mg/kg v.o.; B —
Peso dos animais ap6s a administracdo dos DS4AMQs na dose de 175 mg/kg v.o; C — Peso dos
animais apos a administracdo de DS4AMQ1 e DS4AAMQ?2 na dose de 99 mg/kg v.0; D — Peso dos
animais ap6s a administracdo dos DS4AMQs na dose de 55 mg/kg v.o. Os dados representam a
média + e.p.m. dos grupos tratados comparados ao veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.) através de

uma Analise de Variancia (One-way ANOVA) seguidos do Teste de Dunnet.

A Tabela 5 mostra as reac6es toxicas que 0s animais submetidos ao tratamento

com 0s DS4AMQs na dose inicial de 175 mg/kg, e doses correspondentes em pmol/kg,
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de acordo com o tempo em que apareceram os sinais referente ao animal testado e se este
foi eutanasiado ou veio a 6bito e em qual dia do experimento. Com a administracdo da
dose de DS4AAMQL1, correspondente a 807,68 umol/kg, apenas um animal sobreviveu aos
15 dias de teste, apresentando apenas sedagdo, quatro animais apresentaram tremores,
convulsdes, cauda em straub, ataxia e piloerecdo, e um deles disfonia, sendo necessaria a
eutandsia desses animais. Na administracdo da dose de DS4AAMQ2, correspondente a
739,49 umol/kg, trés animais precisaram ser eutanasiados e um veio a 6bito, devido aos
sintomas de intoxicagdo. Os efeitos mais frequentes foram: tremores; convulsdes; ataxia
e piloerecdo. Apenas um animal sobreviveu todo o teste de toxicidade (15 dias),
apresentando apenas sedacao.

A substancia DS4AMQ3, dose correspondente a 579,84 umol/kg, teve apenas
uma eutanasia, em que o animal apresentou sedacao, letargia, disfonia, ptose e perda de
peso 24 horas ap0s a administracdo. Dos outros animais dois apresentaram sedacéo e dois,
nenhum efeito toxico, tendo quatro animais que sobreviveram todo o experimento. Com
a administracdo de DS4AMQ4, dose correspondente a 789,39 pmol/kg, dois animais
foram eutanasiados devido aos efeitos toxicos de tremores, convulsdes, ataxia, cianose,
cauda em straub e piloerecdo. Um animal apresentou sedacéo e outros dois, nenhum efeito
toxico, sobrevivendo aos 15 dias de teste.

A dose de 99 mg/kg de DS4AAMQ1 456,92 pmol/kg e DS4AAMQ2 418,34
pmol/kg, apresentou sinais de toxicidade em dois animais que foram posteriormente
eutanasiados e trés animais sobreviveram, para cada grupo de substancias. Os animais
eutanasiados que receberam DS4AMQL apresentaram perda de peso, ataxia e tremores, e
DS4AMQ?2 perda de peso e tremores (Tabela 6).

A substancia DS4AMQ3 foi administrada na dose de 310 mg/kg, correspondente
a 1.027,14 pumol/kg, e causou logo nos primeiros minutos tremores, convulsdo, ataxia,
cauda em straub, piloerecdo e disfonia, realizando-se a eutanasia dos trés animais
testados. DS4AMQ4 também foi administrada na dose de 310 mg/kg, correspondente a
1.398,35 pumol/kg, e demonstrou perda de peso em trés animais, que foram eutanasiados.
Dois animais sobreviveram sem nenhum sinal de toxicidade até o 15° dia (Tabela 6).

A dose de 55 mg/kg, correspondente a DS4AAMQ1 253,84 umol/kg; DS4AAMQ2
232,41 pmol/kg; DS4AAMQ3 182,23 umol/kg e DS4AMQ4 225,54 pmol/kg, ndo
desenvolveu, nos animais, nenhum efeito toxico, e estes sobreviveram normalmente até

0 15° dia quando foi realizada a eutanasia, com excecdo de um animal que recebeu a
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substancia DS4AAMQ3, este apresentou sinais de bradicardia, piloerecéo, letargia e perda
de peso 24 horas ap6s a administracdo, quando foi realizada a eutanasia.
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Tabela 5 - Reacles tdxicas apresentadas pelos animais submetidos ao tratamento com o0s
DS4AMQs na dose de 175 mg/kg, do teste de toxicidade aguda por via oral.

Dose/ Animal Reaces Toxicas Inicio das Obito/
Substéancia Reacbes  Eutanasia/Dia
I Sedagéo. 10 min. Eutanasia/15°
]l Tremores; Convulsdes; Cauda 60 min. Eutanasia/1°
175 mg/kg em straub Ataxia; Piloerecéo.
. A . H Act 0
DS4AMQ1 11 Tremores; Convulsdes; Cauda 15 min. Eutanasia/l
em straub, Ataxia; Piloerecao.
807,68 ¢
v Tremores; Convulsdes; Cauda 5 min. Eutanésia/1°
pumol/kg N <
em straub; Ataxia; Piloereg&o.
\V Tremores; Convulsdes; Cauda 4 min. Eutanésia/1°
em straub; Ataxia; Pilorercéo;
Difonia.
| Tremores; Convulsdes; Ataxia; 5 min. Obito/1°
Cianose.
175 mg/kg I Sedacéo. 15 min. Eutanasia/15°
. A . 1n- H z = 0
DS4AMQ2 1] Tremores; Convulsdes; Ataxia; 30 min. Eutanasia/l
Piloerecdo.
739,49 ¢
v Tremores; Convulsdes; Ataxia; 30 min. Eutanasia/1°
pumol/kg ] )
Piloerecao.
\V Tremores; Convulsdes; Ataxia; 11 min. Eutanasia/1°
Cauda em straub.
| Sedacdo; Letargia; Disfonia; 24 h. Eutanasia/2°
175 mg/kg Ptose; Perda de peso.
DS4AMQ3 I Sedacao. 10 min. Eutandsia/15°
u . , . o
579 84 Il Sedacéo. 50 min. Eutanasia/15
v Nenhum efeito toxico. - Eutanasia/15°
pumol/kg
\V Nenhum efeito toxico. - Eutanasia/15°
| Tremores; Convulsdes; Ataxia; 15 min. Eutanasia/1°
175 mg/kg Cianose; Piloeregao.
DS4AMQ4 ] Nenhum efeito toxico. - Eutanasia/15°
- ’ - _ At 0
789,39 1l Nenhum efeito toxico. Eutanasia/15
v Tremores; Convulsdes; Ataxia; 50 min. Eutanasia/1°
pumol/kg

Cauda em straub; Piloerecéo.
\ Sedac&o. 23 min. Eutanésia/15°

Fonte: Autor, 2019.
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Tabela 6 - Reacgdes toxicas apresentadas pelos animais submetidos ao tratamento com o0s
DS4AMQs nas doses de 99 e 310 mg/kg, do teste de toxicidade aguda por via oral.

Dose/ Animal Reacdes Toxicas Inicio das Obito/
Substéancia Reacbes  Eutanasia/Dia

99 mg/kg I Ataxia; Perda de peso. 1 hora. Eutanasia/3°
DS4AMQ1 I Nenhum efeito téxico. - Eutandsia/15°
456,92 " Nenhum efeito toxico. - Eutanasia/15°

umol/kg v Tremores; Perda de peso. 10 min. Eutanasia/2°
\% Nenhum efeito toxico. - Eutanésia/15°

99 mg/kg I Perda de peso. - Eutanésia/ 2°
DS4AMQ?2 I Nenhum efeito toxico. - Eutanasia/15°
418,34 i Nenhum efeito toxico. - Eutanésia/15°

umol/kg v Tremores; Perda de peso. 22 min. Eutanasia/2°
\% Nenhum efeito toxico. - Eutanésia/15°

| Tremores; Convulsdo; Ataxia; 19 min. Eutanasia/1°

Cauda em straub; Piloerecéo;

310 mg/kg Disfonia.
. X . 1 . 3 A M 0
DS4AMQ3 1 Tremores; Convulsdo; Ataxia; 4 min. Eutanasia/l
1.027.14 Cauda em straub; Piloerecéo;
Disfonia.
Hmol/kg i . . N
1] Tremores; Convulsdo; Ataxia; 3 min. Eutanasia/1°
Cauda em straub; Piloerecéo;
Disfonia.

310 mg/kg I Perda de peso. - Eutanasia/3°
DS4AMQ4 1 Nenhum efeito toxico. - Eutanasia/15°
1.398.35 I Perda de peso. - Eutanasia/3°

o, ) L. o
umol/kg v Nenhum efeito toxico. Eutanasia/15
\ Perda de peso. - Eutanasia/3°

Fonte: Autor, 2019.

Na Tabela 7 sdo demonstrados os valores da Dose Letal Média (DL50) capaz de
matar 50% de um grupo de animais testado. A substancia DS4AMQ3 apresentou uma
DL50 menor que 310 mg/kg e maior que 175 mg/kg. As substancias DS4AMQ1 e
DS4AMQ?2 tiveram a mesma dose de DL50, ambas com 112,95 mg/kg, e DS4AAMQ4
232,95 mg/kg como DL50.
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Tabela 7 - Efeito dos compostos DS4AAMQL, DS4AAMQ?2, DS4AAMQ3, DS4AMQ4 sobre o
ensaio de toxicidade aguda por via oral.

Substéancias DLso (mg/kQ) DLso (umol/kg)
DS4AMQ1 112,95 521,30
DS4AMQ2 112,95 477,29
DS4AMQ3 >175 <310,00 >579,84 <1.027,14
DS4AMQA4 232,95 1.050,80

Fonte: Autor, 2019.

Nota: Os resultados de Dose Letal Média (DL50) calculados através da construgdo das curvas
dose-resposta toxica. Os valores foram calculados usando tabela em Microsoft® Office Excel
2013 através de modelo criado por Probits Analysis. Os limites de confianca correspondem a
95%.

4.2.2 Ensaio de nocicepgdo induzida por formalina

A triagem farmacologica de nocicepcao e inflamacéo foi realizada com a inducéo
de formalina (2,5%) na pata dos animais. O Grafico 3 mostra o efeito dos DS4AMQs nas
dosagens de 1, 10 e 50 mg/kg, diante do ensaio de nocicepcdo induzida por formalina em
camundongos, nas fases neurogénica e inflamatoria, em comparagdo com Cloroquina
(CLO, 10 mg/kg, v.0.) e farmacos padréo, a partir do tempo em que o animal passou
lambendo a pata (em segundos). No Grafico 3A observa-se que 0s DS4AMQs néo foram
capazes de reduzir estatisticamente significativa na fase neurogénica, o tempo de lambida
da pata em nenhuma das doses administradas. CLO ndo foi capaz de reduzir
estatisticamente o tempo de lambida da pata, apenas a Morfina (MOR, 5,7 mg/kg, i.p.),
farmaco padréo utilizado, foi capaz de reduzir estatisticamente o parametro avaliado (*p
< 0,05), nesta fase. Com relacdo a fase inflamatédria do teste, 0 Grafico 3B mostra que a
Unica dose de DS4AMQ1, DS4AAMQ2 e DS4AMQ3 capaz reduzir estatisticamente o
tempo de lambida da pata foi de 50 mg/kg (**p < 0,01). CLO e seu analogo DS4AMQ4
ndo foram capazes de reduzir estatisticamente o tempo de lambida da pata do animal, e
os farmacos padrdo MOR e Indometacina (IND, 30 pmol/kg, v.0.) reduziram
estatisticamente o tempo de lambida nessa fase inflamatoéria do ensaio (**p < 0,01; ***p
<0,001).
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Gréfico 3 — Efeito da Cloroquina e seus analogos DS4AMQs no ensaio de nocicepgao

induzida por formalina em camundongos.
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Nota: A — Fase 1 ou Neurogénica; B — Fase 2 ou Inflamatéria. Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.);
Morfina (MOR, 5,7 mg/kg, i.p.); Indometacina (IND, 30 pumol/kg, v.0.); Cloroguina (CLO, 10
mg/kg, v.0.); DS4AAMQ1, DS4AMQ2, DS4AAMQ3, DS4AAMQ4 (1, 10, 50 mg/kg, v.0.). As

colunas e as barras verticais representam a média + e.p.m, respectivamente (n = 6). *p < 0,05;

**p < 0,01; ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA seguido do teste

de Dunnet.
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A Tabela 8 mostra que o grupo veiculo (controle negativo), tratado somente com
solugéo salina (NaCl 0,9%, 10 mg/kg, v.0.) apresentou tempo de lambida da pata igual a
61,17+8,43 na fase neurogénica (fase 1) e 201,6+14,77 na fase inflamatéria (fase 2). A
substancia DS4AMQ1 apresenta na dose de 230,76 pmol/kg, tempo de lambida da pata
igual a 52,51+4,38 na fase 1 e 108,80+18,60 na fase 2, equivalente a 14,16% e 46,03%
de inibigc&o do tempo de lambida da pata respectivamente. 211,28 umol/kg de DS4AAMQ2
foi capaz de inibir 59,67% do pardmetro avaliado, correspondente a 120,30+19,20 de
tempo de lambida na fase 2. A substancia DS4AMQ3 apresentou um tempo de lambida
da pata pelo grupo de animais igual a 113,1+22,19 e porcentagem de inibi¢do igual a
43,90% na fase 2, com a administra¢do da dose de 165,67umol/kg.

A Cloroquina demonstrou tempo de lambida igual a 56,67+6,79 na fase 1 e
183,30+22,09 na fase 2, correspondente a porcentagem de inibicdo de 7,36% e 9,08%,
respectivamente. O farmaco padrédo Morfina na fase 1 apresentou 31,37+2,81 e na fase 2
119,30+5,61 de tempo de lambida da pata pelo grupo de animais testados, 48,72% e
40,82% em porcentagem de inibicdo, respectivamente, e Indometacina 95,71+15,44 na
fase 2, correspondente a um percentual de inibicéo igual a 52,53%.



68

Tabela 8 — Efeito da Cloroquina e seus analogos DS4AMQs no ensaio de nocicepgao

induzida por formalina em camundongos.

Substancia Dose Tempo de lambida (s) % de inibicao
mg/kg pmol/kg Fase 1 Fase 2 Fasel Fase?2

Veiculo 10 - 61,17+8,43 201,60x£14,77 - -
Morfina 57 - 31,37+2,81* 119,30+5,61** 48,72 40,82
Indometacina - 30 55,92+7,24 95,71+15,44*** 8,58 52,53
Cloroquina 10 31,26 56,67+6,79 183,30+22,09 7,36 9,08
1 4,61 63,23+4,09 148,40+18,02 0 26,39
DS4AMQ1 10 46,15 55,32+5,29 143,1+21,67 9,56 29,02
50 230,76 52,51+4,38 108,80+18,60** 14,16 46,03
1 4,23 55,8318,46 160,90+16,01 8,73 20,19
DS4AMQ2 10 42,26 56,56+6,08 137,50+£17,53 7,54 31,80
50 211,28 53,69+7,90 120,30+19,20** 1,14 59,67

1 3,31 57,94+3,16 223,10£10,20 5,28 0
DS4AMQ3 10 33,13 56,48+8,00 192,10£19,00 7,67 4,71
50 165,67 55,64+5,94 113,10£22,19** 9,04 43,90

1 4,51 58,0116,16 212,20+14,11 5,17 0

DS4AMQA4 10 45,11 52,77£1,63 209,50+28,90 13,73 0
50 225,54 56,57+4,83 173,80%£16,93 7,52 13,79

Fonte: Autor, 2019.

Nota: Fase 1 ou Neurogénica; Fase 2 ou Inflamatéria. Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Morfina
(5,7 mg/kg, i.p.); Indometacina (30 umol/kg, v.0.); Cloroquina (10 mg/kg, v.0.); DS4AMQL,
DS4AMQ2, DS4AMQ3, DS4AMQ4 (1, 10, 50 mg/kg, v.0.). A tabela representa a média + e.p.m,
respectivamente (n = 6). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001 comparado ao grupo veiculo usando
One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.

4.2.3 Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria

4.2.3.1 Ensaio de peritonite induzida por Zymosan

O efeito anti-inflamatdrio, representado pela quantidade de leucdcitos recrutados
para regido do peritbnio, nos camundongos pela inducdo da peritonite através da
administracdo do Zymosan e 0s respectivos tratamentos estdo descritos no Grafico 4. O
farmaco controle utilizado, Indometacina (IND, 30 umol/kg, v.0.), conseguiu reduzir
estatisticamente significativa a quantidade de leucdcitos na regido (***p < 0,001). A

Cloroquina (CLO, 10 mg/kg, v.0.) representou reducdo estatisticamente significativa
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(***p < 0,001) do parametro avaliado, fato que também ocorreu com os seus analogos
avaliados (***p < 0,001).

Gréfico 4 — Efeito da Cloroquina e seus andlogos DS4AMQs no ensaio de peritonite induzida
por Zymosan em camundongos.
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Fonte: Autor, 2019.

Nota: Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Indometacina (IND, 30 umol/kg, v.0.); Cloroquina (CLO,
10 mg/kg, v.0.); DS4AMQL, DS4AMQ2, DS4AMQ3 (50 mg/kg, v.0.). As colunas e as barras
verticais representam a média * e.p.m, respectivamente (n = 6). ***p < 0,001 comparado ao grupo

veiculo usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.

De acordo com a Tabela 9, Cloroquina conseguiu reduzir 90,98% a peritonite
induzida por Zymosan nos camundongos, com um nimero de 2,19x10°+9,64x10°
leucdcitos totais por mL. Os analogos da Cloroquina, DS4AAMQ1, DS4AMQ2 e
DS4AMQ3 inibiram a peritonite respectivamente 88,92%, 88,60% e 92,47% e numero
de 2,69x10%+3,96x10°, 2,77x108+1,42x106, 1,83x108+3,85x10° leucdcitos totais por mL.
A Indometacina apresentou um niimero de 2,14x10%+4,81x10° leucdcitos totais por mL e

uma porcentagem de inibicdo de 91,18%.
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Tabela 9 — Efeito da Cloroquina e seus andlogos DS4AMQs no ensaio de peritonite induzida

por Zymosan em camundongos.

Substancia Dose N° de leucocitos % de inibicao
mg/kg pmol/kg totais/mL
Veiculo 10 - 2,14x107+2,32x10° -
Indometacina - 30 2,14x10°+4,81x10%*** 91,18
Cloroquina 10 31,26 2,19x10°49,64x10°*** 90,98
DS4AMQ1 50 230,76 2,69x10%+3,96x10%*** 88,92
DS4AMQ2 50 211,28 2,77x10°+1,42x108%** 88,60
DS4AMQ3 50 165,67 1,83x10°%+3,85x10%*** 92,47

Fonte: Autor, 2019.

Nota: Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Dipirona (40 mg/kg, v.0.); Cloroquina (10 mg/kg, v.0.);
DS4AMQ1, DS4AMQ2, DS4AMQ3 (50 mg/kg, v.0.). A tabela representa a média + e.p.m,

respectivamente (n = 6). ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA

seguido do teste de Dunnet.

4.2.4 Avaliacdo da atividade antinociceptiva

4.2.4.1 Ensaio de contor¢cao abdominal induzida por acido acético

O Grafico 5 mostra os efeitos dos DS4AMQs (50 mg/kg, v.0.) em relacéo a

Cloroquina (CLO, 10 mg/kg, v.0.) e ao farmaco controle Dipirona (DIP, 40 mg/kg, v.0.)

no ensaio de contor¢do abdominal induzida por &cido acético em camundongos. O

controle DIP foi capaz de reduzir estatisticamente (*p < 0,05) o nimero de contorcdes

abdominais causadas pela administracao do acido acético (0,1 M). CLO e seus analogos
DS4AMQ1 e DS4AAMQ?2 também reduziram o parametro avaliado (***p < 0,001). A

substancia DS4AMQ3 ndo foi capaz de reduzir estatisticamente o nimero de contorgdes.
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Gréfico 5 — Efeito da Cloroquina e seus anédlogos DS4AMQs no ensaio de contorgdo

abdominal induzida por &cido acético em camundongos.
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Fonte: Autor, 2019.

Nota: Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Dipirona (DIP, 40 mg/kg, v.0.); Cloroquina (CLO, 10
mg/kg, v.0.); DS4AAMQ1, DS4AAMQ2, DS4AAMQ3 (50 mg/kg, v.0.). As colunas e as barras
verticais representam a média £ e.p.m, respectivamente (n = 6). *p < 0,05; ***p < 0,001

comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.

O grupo que recebeu tratamento apenas com o veiculo salina (NaCl 0,9%,
10mg/kg) apresentou um namero de contorcdes igual a 34,50+1,85. A dipirona, farmaco
padrdo utilizado, apresentou 15,33+1,20 como numero de contor¢bes e 55,57% de
porcentagem de inibicdo deste. Os andlogos da cloroquina apresentaram DS4AMQ1 com
77,97% de inibicdo do niamero de contor¢des que foi igual a 7,60£2,94, DS4AMQ2 com
71,02% de inibicdo e nimero de contorg¢des igual a 10,00£2,16, e DS4AMQ3 32,50+5,02
e porcentagem de inibicdo de 5,80%. A cloroquina apresentou nimero de contorcoes de

11,60+3,33, com porcentagem de inibicdo desse niumero de 66,38% (Tabela 10).
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Tabela 10 — Efeito da Cloroquina e seus andlogos DS4AMQs no ensaio de contorgao

abdominal induzida por &cido acético em camundongos.

Substéancia Dose N° de contorgdes %o de inibicéo
mg/kg pmol/kg
Veiculo 10 - 34,50+1,85 -
Dipirona 40 - 15,33+1,20* 55,57
Cloroquina 10 31,26 11,60+3,33*** 66,38
DS4AMQ1 50 230,76 7,6012,94*** 77,97
DS4AMQ2 50 211,28 10,00+2,16*** 71,02
DS4AMQ3 50 165,67 32,5045,02 5,80

Fonte: Autor, 2019.

Nota: Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Dipirona (40 mg/kg, v.0.); Cloroquina (10 mg/kg, v.0.);
DS4AMQ1, DS4AMQ2, DS4AMQ3 (50 mg/kg, v.0.). A tabela representa a média + e.p.m,
respectivamente (n = 6). *p < 0,05; ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way
ANOVA seguido do teste de Dunnet.

4.2.4.2 Ensaio de nocicepcao induzido por glutamato

O ensaio de nocicepg¢do induzido por glutamato (30 umol/pata) esta exposto no
Gréfico 6. Morfina (MOR, 5,7 mg/kg, i.p.) utilizada como farmaco padrdo apresentou
reducdo estatistica do tempo de lambida da pata dos animais deste grupo (***p < 0,001).
Cloroquina (CLO, 10 mg/kg, v.0.) e dois de seus analogos (DS4AMQ1 e DS4AMQ3, 50
mg/kg, v.0.) foram capazes de reduzir estatisticamente o parametro avaliado neste ensaio
(**p < 0,01; ***p < 0,001). Apenas 0 andlogo DS4AAMQ2 ndo reduziu o tempo de
lambida da pata pelos animais, estatisticamente.

A Tabela 11 mostra que a cloroquina teve uma porcentagem de inibicdo do
namero de lambidas da pata (112,20+£12,95) pelos animais de 52,92%. A morfina,
farmaco padréo, demonstrou 62,58% de inibicdo do niUmero de lambidas da pata que foi
igual a 89,18+14,54. O grupo referente ao controle negativo (veiculo — salina, NaCl
0,9%, 10mg/kg) apresentou um ndmero de tempo de lambida da pata igual a
238,30£33,70. Os analogos da cloroquina DS4AMQ1, DS4AMQ2, DS4AMQ3
apresentaram 110,40+20,89, 164,80+30,87, 74,63+11,76 de tempo de lambida da pata, e
53,67%, 30,84% e 68,68% de porcentagem de inibicao, respectivamente.
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Gréfico 6 — Efeito da Cloroquina e seus analogos DS4AMQs no ensaio de nocicepcdo

induzida por glutamato em camundongos.

Fonte: Autor, 2019.
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Nota: Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Morfina (MOR, 5,7 mg/kg, i.p.); Cloroquina (CLO, 10
mg/kg, v.0.); DS4AMQ1, DS4AMQ2, DS4AAMQ3 (50 mg/kg, v.0.). As colunas e as barras

verticais representam a média *+ e.p.m, respectivamente (n = 6). **p < 0,01; ***p < 0,001

comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.

Tabela 11 — Efeito da Cloroquina e seus analogos DS4AMQs no ensaio de nocicepcdo

induzida por glutamato em camundongos.

Substancia Dose Tempo de lambida (s) %o de inibicdo
mg/kg pumol/kg
Veiculo 10 - 238,30+33,70 -
Morfina 57 - 89,18+14 54*** 62,58
Cloroquina 10 31,26 112,20+12,95** 52,92
DS4AMQ1 50 230,76 110,40+20,89** 53,67
DS4AMQ2 50 211,28 164,80+30,87 30,84
DS4AMQ3 50 165,67 74,63+11,76*** 68,68

Fonte: Autor, 2019.

Nota: Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Morfina (5,7 mg/kg, i.p.); Cloroquina (10 mg/kg, v.0.);
DS4AMQ1, DS4AMQ2, DS4AMQ3 (50 mg/kg, v.0.). A tabela representa a média £ e.p.m,
respectivamente (n = 6). **p < 0,01; ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way
ANOVA seguido do teste de Dunnet.
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4.2.4.3 Ensaio da placa quente

O Gréfico 7 mostra o efeito da Cloroquina (10 mg/kg, v.0.) e seus analogos no
ensaio da placa quente, juntamente com Morfina (5,7 mg/kg, i.p.), como farmaco padréo
e 0 grupo veiculo com salina (NaCl 0,9%, 10 mg/kg, v.0.) como controle negativo. O
grupo veiculo demonstrou 4,18+0,57, 4,11+0,67, 4,97+0,74, 4,26+0,65 e 4,38+0,65
segundos na placa, respectivamente referentes aos tempos de 0, 30, 60, 90 e 120 minutos
pos tratamento. O farmaco Morfina apresentou aumento no tempo de permanéncia na
placa estatisticamente significativo, no tempo de 30 e 60 minutos (*p < 0,05). Cloroquina
demonstrou-se sem diminuicdo estatistica significante do tempo de permanéncia na placa
quente, mas seus analogos apresentaram reducdo estatisticamente significativa em:
DS4AMQ1 no tempo de 60 minutos (**p < 0,01), DS4AAMQ?2 no tempo de 60 minutos
(***p < 0,001) e DS4AAMQ3 no tempo de 120 minutos (*p < 0,05).

Gréfico 7 — Efeito da Cloroquina e seus analogos DS4AMQs no ensaio da placa quente em

camundongos.
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Fonte: Autor, 2019.

Nota: Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Morfina (5,7 mg/kg, i.p.); Cloroquina (10 mg/kg, v.0.);
DS4AMQL, DS4AMQ2, DS4AAMQ3 (50 mg/kg, v.0.). O gréfico representa a média + e.p.m,
respectivamente (n = 6). a - *p < 0,05 emt = 30 min e 60 min; b - **p < 0,01 em t = 60 min; ¢ -
***pn < 0,001 emt =60 min; d - *p < 0,05 em t = 120 min, comparado ao grupo veiculo usando
One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.
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4.2.5 Avaliagdo da performance motora

4.2.5.1 Ensaio da Barra Giratoria

O teste da barra giratéria foi realizado para mensurar quaisquer prejuizos na
coordenacdo motora dos camundongos apds tratamento agudo com Diazepam (DZP, 1,5
mg/kg, i.p.), com Cloroquina (CLO, 10 mg/kg, v.0.) ou com 0s DS4AMQs (50 mg/kg,
v0.0). Os resultados, apresentados na Tabela 12, demonstram que o tratamento com
Cloroquina e seus analogos DS4AMQs nédo alteraram o nimero de quedas da barra
giratoria, enquanto que o tratamento i.p. com diazepam aumentou estatisticamente
significativo (***p < 0,001) o nimero de quedas. Além disso, o tratamento com DZP
reduziu significativamente a laténcia a queda (***p < 0,001), em segundos, como também
foi observado com o farmaco Cloroquina (***p < 0,001), ao contrario do que foi visto

com os grupos tratados com 0s DS4AMQs.

Tabela 12 - Efeito da Cloroquina e seus analogos DS4AMQs na coordenacdo motora de

camundongos no teste da barra giratoria.

Tratamentos N° de quedas Laténcia a queda (s)
Veiculo 0,0£0,0 240,0 £ 0,0
DZP 1,5 mg/kg 11,40 + 1,89*** 23,27 £5,22%**
CLO 10 mg/kg 0,40£0,24 69,0 £ 49,06***
DS4AMQ1 50 mg/kg 0,0 £0,0 240,0 £0,0
DS4AMQ2 50 mg/kg 0,0+0,0 240,0£0,0
DS4AMQ3 50 mg/kg 0,0+0,0 240,0£0,0

Fonte: Autor, 2019.

Notas: Veiculo (Salina, 10 mg/kg, v.0.); Diazepam (DZP, 1,5 mg/kg, i.p.); Cloroquina (CLO, 10
mg/kg, v.0.); DS4AAMQ1, DS4AAMQ2 e DS4AMQ3 (50 mg/kg, v.0.). As colunas representam a
média + e.p.m. (n = 6). ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando One-way ANOVA

seguido do teste de Dunnet.
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5. DISCUSSAO

A dor é uma sensacdo nociceptiva, que desempenha a fungdo de alertar um
individuo de que seu organismo estd passando por um processo de injdria, ativando
sensibilizadores naquela regido. A inflamagéo se trata de uma fungéo critica do sistema
imunolégico, iniciando respostas que irdo proteger o organismo contra a invasao de
patdgenos e agentes agressores (ULLAH et al., 2018). Na atualidade, a saude da
populacdo em geral esta comprometida em grande parte com dores como cefaleia, dores
lombares, nevralgicas, entre outras, o que esta relacionado muitas vezes ao estilo de vida
e alguns riscos ocupacionais. Essa populacdo tende a cada vez mais fazer uso de drogas
analgésicas e anti-inflamatorias, para se ver livre de tal incomodo (GUPTA et al., 2015).

O uso de muitos farmacos estd amplamente voltado a terapias que envolvem dor
e inflamacdo. Varias estratégias sdo empregadas neste ambito, porém as terapias estdo
associadas a uma série de efeitos adversos, alguns intrataveis, o que implica no
desenvolvimento de novas drogas analgesicas e anti-inflamatorias (ULLAH et al., 2018).
Devido a esses fatores é que cada vez mais a pesquisa cientifica mundial tem focado na
inflamacéo, por ela estar presente praticamente em todas as doencas, tanto humanas como
animais. Em todo o mundo tem-se buscado terapias alternativas para o tratamento de
inflamacoes, justamente pelos efeitos adversos que esses analgésicos e anti-inflamatorios,
podem desenvolver, o que pode deflagrar Ulceras gastrointestinais, hemorragias,
disturbios renais e outros problemas que levam a uma diminuicdo na qualidade de vida
do individuo que necessita desse tipo de tratamento (GUPTA et al., 2015).

O desenvolvimento de novos farmacos analgésicos e anti-inflamatorios parte do
ponto de vista que as reacdes de dor e inflamacdo em humanos, sdo baseadas nos mesmos
principios das reaces que ocorrem pelos mesmos fatores em roedores. Os animais que
sdo submetidos ao estimulo nociceptivo a partir da dor e inflamacgéo, ndo tem capacidade
de comunicacdo verbal a partir do momento em que venham a sentir dor, porém eles tém
a capacidade de apresentar no seu comportamento, respostas motoras e fisioldgicas
parecidas com as que o ser humano é capaz de desenvolver (PERAZA ET AL., 2007).

Novas substancias desenvolvidas testadas em animais, necessitam passar por
ensaios in vitro que comprovem sua seguranca toxicologica, antes da administracdo no
animal. Os derivados de 4-aminoquinolina foram recentemente sintetizados e até entdo
ndo havia referéncias a respeito de sua toxicidade. Desta forma, o ensaio de viabilidade
celular pelo método de MTT foi o primeiro a ser realizado, visando analisar a toxicidade

das substancias a nivel celular.
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O ensaio de MTT ocorre atraves da sua reducdo do sal de tetrazélio, de cor amarela
e soltvel em &gua, pelo sistema desidrogenase quando as células estdo metabolicamente
ativas (vivas) para formazan, cristais de cor roxa insolUveis em agua. As substancias que
ndo demonstram toxicidade, ndo interferem na viabilidade da célula, ou seja, ndo
prejudicam suas funcbes, podendo tranquilamente reduzir o sal de tetrazolio a formazan.
A concentracdo de cristais de formazan séo quantificados a partir de espectrofotdmetro,
resultando na quantidade de células viaveis e metabolicamente ativas, que sdo capazes de
converter o sal de tetrazolio a formazan. Esse ensaio é caracterizado como método
colorimétrico simples e rapido (KARAKAS; ARI; ULUKAYA, 2017), amplamente
aplicados em linhas celulares de mamiferos, bactérias e fungos (GRELA,
KOZLOWSKA; GRABOWIECKA, 2018).

Os DS4AMQs foram submetidos ao ensaio de MTT em quatro concentragdes
diferentes (0,1, 1, 10 e 100 uM) e trés deles DSAAMQ1, DS4AAMQ3 e DS4AMQ4, onde
em sua estrutura contém o grupamento amina, interferiram na viabilidade celular apenas
na maior concentracdo utilizada, ja DS4AAMQ2 que contém grupamento acido em sua
estrutura, foi a Unica que ndo apresentou-se toxica em nenhuma das concentracdes
realizadas, porém DS4AMQ1 e DS4AAMQ3 apresentaram CL50 elevada, e porcentagem
de inibicdo na maior concentracdo baixa, diferente de DS4AMQ4, que dentre o0s
DS4AMQs foi a que demonstrou maior citotoxicidade. Com base nesses resultados, as
modificagdes estruturais feitas para dar origem aos DS4AMQs, podem ter influenciado
na distribuicdo e absorcdo celular desses compostos, por exemplo, DS4AMQ2
demonstrou menor toxicidade, porém pode ser influenciada por diminuicdo de absorcao
e assim possivel reducdo da capacidade de distribuicdo da substancia em nivel celular, o
que ocorreu de maneira contraria quando se analisa DS4AMQA4, o nivel de citoxicidade
foi maior, pelo fato de ser bem distribuida e absorvida pelas células. Em comparacgéo
com o farmaco protétipo cloroquina no ensaio, também se mostrou sem sinais de
toxicidade celular, o que corrobora seu uso clinico e, atenta ao fato de algumas das
mudancas estruturais feitas para o desenvolvimento dos DS4AMQs tenham afetado esse
parametro.

A partir dos resultados do MTT, foi viavel a utilizacdo das substancias testadas
nesse trabalho, nos modelos de experimentacdo animal. Por serem substancias novas, foi
necessario a realizacdo do experimento de toxicidade in vivo, determinando DL50 e quais
doses seriam utilizadas nos ensaios de dor e inflamacdo, sem que estas pudessem afetar e

desenvolver efeitos téxicos aos animais.
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) informa que os estudos
de toxicidade aguda, tém como objetivo avaliar uma possivel toxicidade produzida por
substancias em teste, quando estas sdo administradas em uma ou mais doses, seguidas por
observacao de sinais toxicoldgicos, que 0s animais expostos a tais substancias venham
apresentar, em até 14 dias ap6s administracdo (ANVISA, 2013).

Os animais foram expostos aos DS4AMQs no teste de toxicidade por via oral,
tendo como base as normas designadas pela Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OECD, 2008), para substancias desconhecidas e em que
ndo houver uma estimativa da letalidade, a dosagem inicial deve ser de 175 mg/kg, pois
na maioria dos casos, esta dose é subletal e, portanto, serve para reduzir o nivel de dor e
sofrimento.

A administracdo da dose de 175 mg/kg de cada DS4AMQs foi relacionada com a
sua dosagem na unidade de pumol/kg, em que DS4AMQ1 807,68 umol/kg, DS4AMQ2
739,49 umol/kg, DS4AAMQ3 579,84 umol/kg e DS4AAMQ4 789,39 umol/kg. Nesta dose
0S compostos mais toxicos foram DS4AMQL e DS4AMQ?2, pois apresentaram mais
efeitos toxicos e Obito nos animais, sendo necessaria diminuigéo da dose para 99 mg/kg.
DS4AMQ3 foi a substancia menos toxica com apenas um ébito, sequido de DS4AMQ4
com dois 6bitos, visto necessario o aumento da dose para 310 mg/kg para calculo da
DL50.

Os derivados DS4AAMQ1 (456,92 umol/kg) e DSAAMQ2 (418,34 umol/kg)
tiveram comportamento igual ocorrendo dois Obitos. A dose de DS4AMQ3 (1.027,14
pmol/kg) levou todos os animais a o0bito e DS4AAMQ4 (1.398,35 pumol/kg) trés animais.
Foi necessaria a diminuicao da dose para 55 mg/kg correspondente a DS4AAMQ1 253,84
pmol/kg; DS4AAMQ2 232,41 umol/kg; DS4AMQ3 182,23 umol/kg e DSAAMQ4 225,54
pmol/kg. A dose de 55 mg/kg ndo demonstrou efeitos toxicoldgicos aos animais,
sugerindo que os ensaios de dor e inflamacdo fossem realizados com doses menores ou
iguais a este valor.

Dentre os efeitos toxicoldgicos mais comuns demonstrados pelos animais
expostos aos DS4AMQs no teste, foram os relacionados ao SNC e SNA, como tremores,
convulsGes, cauda em straub, sedacéo, ataxia, piloerecdo e cianose, o que pode-se resultar
que estas substancias sdo lipossoluveis e capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica. A cloroquina, protétipo dessas substancias, tem uma certa afinidade
pelo SNC, como cérebro e medula espinhal (MORETO; PILOTO, 2014), o farmaco

entdo, pode acumular nesses tecidos (BERGHOLZ et al., 2013), desenvolvendo efeitos
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adversos neurolégicos como cefaleia, insénia, nervosismo, irritabilidade e convulsGes
(DESAI et al., 2012), o que corrobora com esses efeitos toxicoldgicos apresentados pelos
animais diante desse ensaio.

A partir dos testes de toxicidade é possivel determinar a DL50, ou seja, a dose de
uma determinada substancia em que 50% dos animais expostos a ela, desenvolvam sinais
graves de toxicidade, incluindo ébito (OECD, 2008). Com relagdo a DL50 e o estudo da
toxicidade in vivo dos novos compostos, DS4AAMQ4 foi a substancia considerada menos
toxicas aos animais, 0 que no ensaio de MTT mostrou-se mais tdxica, o que indica que
no caso do ensaio in vivo a adi¢cdo do grupamento etilenodiamina foi 0 menos favoravel
a efeitos tdxicos, considerando todas as dosagens utilizadas. DS4AMQ1 e DS4AAMQ2
foram os mais toxicos quando comparados todos os DS4AMQs, comprovando que a
substituicdo por fenol e propargilamina, para formagdo da amina, e apenas fenol, para
formacdo do acido, o que no ensaio de MTT possuiu menor toxicidade, agora trouxeram
efeitos toxicos as substancias formadas. DS4AAMQ3 sintetizada a partir da DS4AMQL,
teve esse efeito toxico reduzido, o que corrobora com o fato de que mudancgas estruturais
podem ser essenciais para melhoramento de moléculas e posterior desenvolvimento de
novos farmacos.

Com base nos ensaios de toxicidade in vivo e in vitro foi possivel descobrir o nivel
de seguranca toxicolégico dos DS4AAMQs e estabelecer doses em que ndo afetariam os
animais, mantendo a seguranca no seguimento do trabalho. A partir disto, foram
escolhidas as doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg e 50 mg/kg, v.0., para triagem da melhor dose
equiparada a resposta analgésica e anti-inflamatoria, e da resposta dos DS4AMQs,
utilizando o ensaio de nocicepc¢éo induzida por formalina.

O ensaio de nocicepcao induzida por formalina produz duas fases diferentes e
separadas, que manifestam uma resposta distinta para os tipos de modulacédo da dor. O
primeiro estimulo corresponde a fase neurogénica que perdura até 5 minutos apds a
injecdo de formalina, consistindo em dor que demonstra o resultado do efeito irritante
sobre 0s nociceptores que por sua vez, ativam as fibras aferentes que resulta em liberacao
de substancia P e neuropeptidios relacionados, nos terminais centrais e periféricos. A
segunda fase, conhecida como fase inflamatdria, se inicia 15 minutos apos a injecdo de
formalina e permanece até os 30 minutos. Essa fase é impulsionada por sensibilizacédo
periférica e liberacdo de mediadores inflamatorios nessa regido, através da medula
espinhal (BASTING et al., 2014).
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No ensaio, é possivel observar a reacdo de comportamento na primeira fase, que
pode ser bloqueado pela acdo de substadncias com agdo analgésica semelhante a
antagonistas de cininas e analgésicos opioides centrais, e também a acdo de AIEs, AINEs,
antagonistas de cininas e opioides (periféricos e centrais) na segunda fase (GUIMARAES
et al., 2010).

Na fase neurogénica nenhum dos quatro DS4AMQs reduziram estatisticamente o
tempo de lambida da pata pelo animal, em nenhuma das doses selecionadas. Na fase
inflamatoria do teste foi possivel observar uma reducédo significativamente estatistica,
préxima ou maior que 50%, do tempo de lambida da pata pelo animal, quando se
administrou DS4AAMQ1, DS4AMQ2 e DS4AAMQ3 na dose de 50 mg/kg v.0. DS4AAMQ2
apresentou uma reducdo elevada de 59,67%, este demonstrando ser o melhor resultado
dentre os derivados testados, inclusive pela quantidade de moléculas na dose desse
derivado, propriamente dita, em evidéncia que foi utilizado 211,28 umol/kg, comparada
a 230,76 pumol/kg de DS4AMQ1 com inibicdo de 46,03% e 165,67 pumol/kg de
DS4AMQ3 43,90%. Se fosse utilizada uma dosagem elevada de DS4AAMQ3, ele poderia
se sobressair dentre as outras, porém esse fato implique em possiveis efeitos toxicos,
quando analisadas as dosagens no teste de toxicidade aguda por via oral. DS4AMQ4 néo
demonstrou reducdo estatistica significativamente em nenhuma das doses utilizadas, ou
seja, ndo foi capaz de modular a resposta analgésica e inflamatoria. Possivelmente a
adicdo do grupamento etilenodiamina ao grupo farmacoforico, realizando a mudanca
conformacional e resultando na nova substancia derivada, pode ter diminuido sua acdo
ou blogueado tais efeitos.

Os ensaios toxicoldgicos juntamente com o ensaio escolhido para triagem
farmacoldgica, propiciaram que a janela terapéutica dos DS4AMQs é estreita, visto que
foram substancias que demonstraram toxicidade, e a dosagem efetiva foi perto da
dosagem que causa sinais toxicos nos animais. As substituic6es realizadas podem estar
sendo feitas em uma regido que proponha toxicidade as moléculas, porém modificacdes
estruturais sdo inteiramente importantes, visto que a partir do conhecimento de sua
toxicidade e da estrutura em si, outros estudos sejam realizados e novas substituicdes para
melhoria, tanto da toxicidade quanto da relacdo farmacoldgica com a resposta terapéutica.

Santos et al. (2015) realizaram o0 mesmo ensaio de nocicepcdo induzido por
formalina em quatro derivados 4-aminoquinolinicos, estes também foram capazes de

reduzir estatisticamente e significativamente o tempo de lambida da pata pelos animais
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apos a injecdo de formalina, na fase inflamatdria, corroborando com os resultados
demonstrados pelos DS4AAMQs.

A reducéo estatisticamente significativa do parametro utilizado (lambida da pata
pelo animal) na fase inflamatéria do ensaio de nocicep¢éo induzida por formalina, pelos
DS4AMQs na dose de 50 mg/kg, dirigiu o estudo ao fato de que essas novas substancias
tém potencial anti-inflamatorio, o que possivelmente tenha reduzido a liberagdo de
mediadores inflamatoérios por macrofagos e mastdcitos, e/ou diminuido o recrutamento
dessas células para regido. Com base nessa analise, para confirmar esse possivel efeito
anti-inflamatorio, descobrindo como estdo agindo essas substancias, foi realizado o
ensaio de peritonite induzida por Zymosan.

O ensaio de peritonite induzida por Zymosan, € um modelo de inflamacdo aguda
caracterizado por alteragdes vasculares e producdo de mediadores inflamatorios. Através
da injecdo de Zymosan no peritonio, sdo desenvolvidos um aumento na permeabilidade
vascular da regido, que leva menos de uma hora, juntamente com a infiltracdo de
neutrofilos, que ocorre apds 1, 6, 9 e até 10 horas. Esse mecanismo depende de alguns
componentes como cisteinil-leucotrienos que sdo liberados por macrofagos peritoneais,
histamina liberada por macrdéfagos e PGs, principalmente PGE2 e prostaciclina,
responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular e, quimiocinas envolvidas no
processo de influxo de leucdcitos (neutréfilos, mondcitos e macrofagos) para regidao,
dentre elas as principais sdo neutrofilos induzidos por citocinas quimioatraentes e
proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1) (KOLACZKOWSKA et al., 2008).

Os DS4AMQs promoveram uma reducdo estatisticamente significativa na
quantidade de leucdcitos totais no exsudato extraido dos animais, apos seis horas da
aplicacdo de Zymosan na cavidade peritoneal dos animais. Esses resultados demonstram
gue as mudancas conformacionais realizadas para o desenvolvimento destas substancias,
ndo afetou na atuacdo farmacoldgica, quando comparadas a seu prototipo cloroquina,
desenvolvendo um resultado satisfatorio, quanto a reducdo da inflamacgéo aguda induzida
e, corroboram com os resultados da fase inflamatéria do ensaio de formalina,
caracterizando que a sua capacidade de diminuir a migracdo leucocitaria na inflamacéo,
impedindo a liberacdo de mediadores inflamatorios na regido de foco, contribuindo para
diminuicédo dos efeitos desenvolvidos por tal processo.

Segundo Solomon e Lee (2009), a Cloroquina tem uma alta propriedade
lisossomotrdpica, acumulando-se nos lisossomos o que resulta em inibicdo das enzimas

fosfolipase A2, acil-hidrolase lisofosfolipidio e lipase monoacilglicerol, responsaveis
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pela liberagcdo do &cido araquiddnico pelos fosfolipidios da membrana celular, reduzindo
dessa forma substrato para formacdo de PGs, que estdo em quantidades aumentadas em
focos inflamatorios e, uma das responsaveis pelo desenvolvimentos dos sinais e sintomas
inflamatorios.

Moreto e Piloto (2014), relataram também que a Cloroquina é capaz de reduzir
macrdfagos de expressar algumas citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-6, interleucina pro-
inflamatéria potente estimuladora de proteinas inflamatérias na fase aguda
(KOKOTOVICetal., 2017), devido a reducéo da estabilidade a nivel de RNA mensageiro
e de células TH pela reducdo da apresentacdo de antigeno.

A avaliagdo da atividade analgésica dos DS4AMQs ndo demonstrou resultados
satisfatdrios na primeira fase do ensaio de nocicep¢ao induzida por formalina, devido sua
acdo provavelmente, ndo ter sido eficaz nos nociceptores periféricos que recebem o
primeiro estimulo a dor, porém os testes seguintes de nocicepcdo foram realizados:
contorcdo abdominal induzida por acido acetico e nocicepcdo induzida por glutamato,
visando que estas substancias atuem por outros mecanismos na reducdo da nocicepgéo
nos animais, como também para confirmar diante de varios testes esse possivel potencial.

O teste de contorcdo abdominal induzida por acido acético foi realizado, devido a
seu comum uso para determinacao de propriedades analgésicas em novas substancias. O
acido aceético age como um estimulante na liberacao de mediadores hiperalgésicos, dentre
eles PGs, PGE2 e algumas outras substancias envolvidas na resposta algica como
bradicinina, serotonina e na resposta inflamatdria como histamina e, estes mediadores sao
responsaveis pela via de sensibilizacdo nociceptiva periférica, resultando em efeitos
nociceptivos, o que desencadeia as contor¢es abdominais como resposta ao estimulo
(AZEVEDO et al., 2016).

O ensaio de nocicepc¢do induzida por glutamato, objetiva a inje¢do de glutamato
na regido dorsal da pata traseira do animal. O glutamato por ser um aminoacido
excitatorio, esta envolvido na transmissdo nociceptiva como neurotransmissor
excitatorio, contido na medula espinhal e no subnicleo caudal do nervo trigémeo,
participando da modulacao da dor, pelo fato de enviar a transmissdo nociceptiva através
das fibras aferentes primarias para o0 SNC, indicando que seu mecanismo esta associado
ao desenvolvimento e manutencdo da nocicepcdo. O glutamato também age sobre
receptores ionotropicos, como o metil-D-aspartato (NMDA), presentes nas estruturas
periféricas, espinhais e supra-espinhais, que estdo associados a liberacdo de NO na regido
da medula espinhal (BONJARDIM et al., 2011).
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A substancia DS4AMQ1 mostrou reducdo estatisticamente significativa nos dois
testes de avaliacdo da nocicepcao, o que corroborou com os resultados do seu prototipo
Cloroquina em ambos os testes, demonstrando que a adicdo do grupamento
propargilamina e fenol, para o seu o desenvolvimento ndo afetou o efeito analgésico,
associado a uma possivel reducdo dos mediadores liberados pela inducao de acido acético
i.p. nos animais e por interferir no sistema glutamatérgico pela inativacdo de receptores
NMDA, impedindo a liberagdo de NO e outros mediadores relacionados a nocicepcao.

DS4AMQ?2 foi capaz de interferir significativamente na producéo de PGs, PGE2,
bradicinina, serotonina e histamina, envolvidos no processo de nocicepg¢éo pela indugéo
de &cido acético, porém ndo houve interferéncia estatisticamente significativa no sistema
glutamatérgico, o que induz o fato de que a adicdo do grupamento fenol, e formagdo do
acido, afetou na inativacdo dos receptores NMDA. Os resultados de DS4AMQ3
demonstraram resultados contrarios, pois foi possivel reduzir estatisticamente
significativa a nocicepcao causada pela injecdo de glutamato, demonstrando inibi¢do dos
receptores NMDA, no entanto seu efeito ndo foi subjetivo para redugdo dos mediadores
liberados pela injecdo do &cido acetico i.p. nos animais, 0 que mostra que a adicdo de
paraformaldeido em DS4AMQL1 reduziu sua toxicidade e contribuiu com a inativacao de
receptores NMDA, com quantidade de moléculas menor que as outras e resultado de
inibicdo maior, porém inibiu seu efeito analgésico mediante ao ensaio de contor¢do
abdominal induzida por &cido acético.

Pinz et al. (2017) ao testarem uma nova molécula derivada de quinolina, pelo
ensaio de contorcdo abdominal induzida por acido acetico, demonstraram resultados que
corroboram com os apresentados nesse trabalho. As doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg de 7-
Cloro-4-fenilsulfonil quinolina, foram capazes de reduzir significativamente e
estatisticamente o pardmetro avaliado. Outro derivado de quinolina, 4-fenilselenil-7-
cloroquinolina, avaliado pelos mesmo pesquisadores (2016) também teve reducdo
significativa e estatistica nesse ensaio, nas doses de 1, 5 e 25 mg/kg, o que reforca ainda
mais o fato de que essas substdncias derivadas de quinolina, possuem essa acao
nociceptiva.

O ensaio da placa quente também foi realizado, para configurar a reacao
nociceptiva dos DS4AMQs. O teste € bastante utilizado para triar substancias com efeitos
analgésicos centrais, medindo o tempo de laténcia da resposta do animal ao estimulo

térmico desenvolvido pelo aumento de temperatura da placa. Substancias com
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propriedades de acdo nociceptiva mediada no SNC mostram resultados positivos neste
modelo (GUO et al., 2017).

Os resultados apontados no ensaio da placa quente mostram que os DS4AMQs
possuem a¢do nociceptiva mediada a nivel central, devido ao aumento do tempo de
laténcia (S) com o passar do tempo de administracao, justificando seu potencial analgésico
central, contrastando com Cloroquina que ndo teve resultados estatisticamente
significativos no ensaio. As modificagbes estruturais conferiram esse efeito aos
DS4AMQs, onde DS4AMQ1 e DS4AMQ2 tiveram aumento estatisticamente
significativo no tempo de 60 min (**p < 0,01; ***p < 0,05), e DS4AAMQ3 deve esse
tempo retardado para 120 min, o que é retribuido ao fato de que ela foi desenvolvida a
partir de DS4AAMQL.

Os DS4AMQs possuem, acdo moduladora da nocicepgéo periférica por diferentes
mecanismos, resultados semelhantes a Cloroquina, mesmo apos as reagdes no seu anel
quinolinico (grupamento farmacoforico) para origem das substancias, demonstrando que
ndo houve alteragdo com relacdo a esse potencial. E ainda, foi possivel verificar sua acao
analgésica com efeito central, o que diferiu do seu prototipo, visto que as reacdes de
substituicdo nucleofilica aromatica, pode-se dizer que propiciaram a estes DS4AAMQs
essa propriedade farmacologica.

Os provaveis efeitos antinociceptivos dos DS4AMQs foram avaliados ainda pelo
teste da barra giratdria, que consiste em eliminar substancias falsas positivas em relagédo
ao seu potencial analgésico, devido a um comprometimento motor que 0s animais possam
vir a apresentar, decorrente de acOes anestésicas e sedativas, o que inibiria a sensagéo de
dor (OZKAY; CAN, 2013). No ensaio de toxicidade aguda por via oral, os animais
apresentaram sedacdo, ataxia e convulsdes, o que poderia ser indicios de propriedades
anestesias e sedativas, porém com o ensaio da barra giratoria, foi descartada esta hipdtese
pois 0s animais expostos as substancias na dose padronizada de 50 mg/kg, v.0. ndo
apresentaram comprometimento na sua coordenagao motora.

Com os resultados, foi possivel descrever propriedades antinociceptivas e anti-
inflamatdrias em todas as substancias DS4AMQs, corroborando com o uso do prototipo
Cloroquina em doencas que causam dor e inflamacdo, porém quando analisadas suas
toxicidades e doses que demonstraram efeitos estatisticamente significativos, pode-se
observar que sua janela terapéutica é pequena, o que impossibilitaria tratamentos a longo
prazo e/ou continuos, como os realizados no tratamento de doencas cronicas. Ainda

assim, estes resultados contribuem para o desenvolvimento e descobrimento de novos
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farmacos analgésicos e anti-inflamatérios, implicando que substéncias derivadas de
cloroquina com outros arranjos estruturais, possam demonstrar melhorias nesse aspecto,
como também a possibilidade do surgimento de novas drogas com melhores efeitos
farmacoldgicos e menos efeitos adversos.
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6. CONCLUSAO

A avaliacdo dos resultados dos ensaios de toxicidade dos derivados sintéticos de
4-aminoquinolina, serviu como base para concluir que estes demonstraram efeitos
toxicolégicos a nivel celular e in vivo, porém analisando seus potenciais anti-
inflamatorios e analgésicos, apresentam propriedades anti-inflamatorias desencadeadas
por reacOes agudas, e antinociceptivas periférica e central.

A anélise em relacdo a toxicidade e efeito dose-resposta dos DS4AMQs, mostrou
que eles possuem uma janela terapéutica estreita, e dessa forma, os resultados obtidos dé&o
suporte a pesquisa de novos farmacos analgésicos e anti-inflamatérios, mas com o intuito
de desenvolver novas modificacGes estruturais, para melhoria desses parametros

relacionados a dose-resposta e toxicidade de derivados 4-aminoquinolinicos.
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ANEXO | — Certiddo de aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA)/UFAL.
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ANEXO 11 - Progressoes de dose para a diretriz do teste de toxicidade aguda por via

oral — “Up-and-Down-Procedure” (teste 425) da OECD
OECDVOCDE

Table 1 Dose Progressions Tor ECD Tesi Gaideline 415
Choose a Sbhope and Read Doawn the Column
Al doses in mgihg bw

Slope =1 2 ] 4 5 f 7 B
0.075% 17%* 0.075% 0175 075 07 Y 0175 OL1TAe
0.24 2%
0.275 026
31 0.34 .31
0.375 0375
.41
0.4 0.47
.55 .55 (.55 {L.55
0.654% 0.a65
.73
0.=51 .82
(.94 0.91 .97
1.0% 1.2
1.2 129
1.75% 1.75 1.75% 1.75 1.75% 1.75 1.75% 1.75
2.4 2.3
275 16
il 34 il
.75 175
d.d 4.1
d.7
5.5 55 35 5.5
6.5 6.5
13
5.1 B2
9449 Q.1 9.7
(LR 12
e ] 12.9
17.5 17.5 17.5 17.5 17.5 1.5 17.5 17.5
24 23
275 Hb
il 4 il
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ANEXO |11 - Progressdes de dose para a diretriz do teste de toxicidade aguda por
via oral — “Up-and-Down-Procedure” (teste 425) da OECD

OECIVOCDE
Table 1 comlinmed
Slope = 1 2 i 4 5 i T ]
iTs s
i 41
47
55 55 55 55
G5
Gl 73
=l B2
g a1 a7
1o 120
126 1z0
175 175 175 175 175 175 175 175
2dik 230
75 260
Nl 144 Al
75 i7s
il 410
Tk
550 550 S50 550
G
(Tl T30
1] H20
Ga ] ST
1ira0 1 2068
1260 1 2k
1750 175408 1750 17510 1750 17540 1750 175408
24l 2300
750 sk
NI ELI]
AT5 A4
o 1Nk
S0 SO SIs0 SOl SO0 SiMk ] SOk




