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RESUMO

Uma nova série de derivados N-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos foi
racionalmente planejada aplicando-se a estratégia de simplificacio molecular sobre a unidade
quinoxalinica do protétipo LASSBio-1018, identificado como potente antiinflamatério e
analgésico no LASSBio® desenhado por aplicacio do bioisosterismo de anéis sobre o
protétipo LASSBi0-319. A nova série de 21 derivados foi sintetizada e submetida a
experiéncias para determinagdo de atividade antinociceptiva e antiinflamatéria. Foram
utilizados camundongos da linhagem Swiss, de ambos os sexos (20 a 35 g) e ratos Wistar de
ambos os sexos (100-220 g). As substancias foram administradas por v.o (100 umol/kg), com
excecdo da morfina que foi administrada por via i.p. (15 pmol/kg). O celecoxib,
indometacina, morfina e talidomida foram utilizados como padrdes de referéncia. Para
avaliacdo antinociceptiva foram realizados os ensaios de contor¢do abdominal induzida por
acido acético, nocicep¢do induzida por formalina e modelo de placa quente. A acdo
antiinflamatoria foi investigada pelo método de edema de orelha induzido por capsaicina, pelo
ensaio de peritonite induzida por Zymosan A e pelo método de indugdo da sindrome de artrite
experimental. No ensaio de contor¢ao abdominal, todos os compostos inibiram as contor¢des
de forma significativa, destacando-se os prototipos LASSBio-1181 e LASSBio-1188 com
inibicdo de 97% e 86% (p < 0,001), respectivamente. No ensaio de formalina o LASSBio-
1186 foi capaz de modular significativamente a resposta antinociceptiva na fase neurogénica
(80,79%). Na fase inflamatdria treze protétipos inibiram a resposta sendo o LASSBio-1181
(86,05%) e LASSBio-1256 (86,50%) os mais ativos. No ensaio de edema de orelha seis
protétipos apresentaram inibi¢do estatisticamente significativa, destacando-se o LASSBio-
1181 (69%) e LASSBio-1182 (63%) entre os mais ativos. No ensaio de peritonite o
LASSBio-1180 induziu inibi¢do de 56,95% da resposta. No ensaio de inducdo de artrite o
LASSBio-1181 e a talidomida foram capazes de diminuir o edema da pata em varios dias do
tratamento. No ensaio de placa quente nenhum dos protétipos foi ativo. Diante destes dados
pode-se concluir que os protétipos foram capazes de modular a resposta antinociceptiva nos
dois modelos de nocicep¢do (contor¢cdo e formalina), demonstrando um grande potencial
antinociceptivo e que possivelmente ndo envolve componentes centrais, haja vista, todos os
derivados nao apresentaram inibi¢ao no ensaio de placa quente. A segunda fase do modelo de
formalina permitiu identificar varios prototipos com acdo antiinflamatéria, que pode ser
confirmada pelo ensaio de edema de orelha. Esses resultados permitem inferir que os
protétipos sdao capazes de modular a resposta antinociceptiva periférica e resposta
antiinflamatoéria.

Palavras-chave: Atividade Antinociceptiva, Atividade Antiinflamatéria, N-acilidrazénicos
(NAH) pirazinicos.



ABSTRACT

A new series of derivatives N-acihidrazone (NAH) pirazinic was rationally
planned be applied the strategy of simplification molecular on the unit quinoxalinic of
prototype LASSBio-1018, identified as a potent anti-inflammatory and analgesic in
LASSBio® designed by application the biososterism of rings on LASSBio-319. The new
series of 21 derivatives were synthesized and subjected to experiments to determine the
antinociceptive and anti-inflammatory activity. Were used mice of swiss line, of both sexes
(20 to 35 g) and rats Wistar of both sexes (100-220 g). The substances were administered by
p-o. (100 pmol/kg), except morphine which was administered pathway i.p. (15 umol/kg). The
indomethacin, celecoxib, thalidomide and morphine were used as standart drugs. For
evaluation antinociceptive were performed the constriction abdominal assay, hyperalgesia
induced-formalin and hot plate test. The anti-inflammatory action were investigated by the
assay capsaicin-induced ear edema, peritonitis zymosan A-induced and assay of induction of
syndrome arthritis experimental. On the constriction abdominal assay all compounds inhibited
the constriction significantly standing out the prototypes LASSBio-1181 e LASSBio-1188
(97% and 86%) (p < 0,01), respectively. On the formalin assay the LASSBio-1186 was able
to significantly modulate the antinociceptive response in the neurogenic phase (average
latency of 12 s). In first phase thirteen prototypes inhibited the inflammatory response and the
LASSBio-1181 LASSBio-1256 and the most active time. On the Capsaicin-induced ear
edema of six prototypes showed statistically significant inhibition, highlighting the LASSBio-
1181 (69%) and LASSBio-1182 (63%) among the most active. On the assay of zymosan A-
induced peritonitis of the LASSBio-1180 inhibition of 56.95% of the response. On the assay
of arthritis the LASSBio-1181 and thalidomide were capable reduce of swelling in the paw
several days of treatment. On the hot plate test of any of the prototypes was active.
Considering these data we can conclude that the prototypes were able to modulate the
antinociceptive response in both models of nociception (formalin and constriction abdominal),
demonstrating a great potential antinociceptive and that may not involve core components, is
seen, all the derivatives present no inhibition in hot plate test. The second phase of the
formalin model were identified several prototypes with anti-inflammatory action that can be
confirmed by testing of ear edema. These results infer that the prototypes are capable of
modulating the response peripheral antinociceptive and anti-inflammatory.

Key words: Activity Antinociceptive, Activity Anti-inflammatory, N-acihidrazone pirazinic.
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Cupertino-Silva, Yolanda Karla. Avaliagdo da atividade antinociceptiva e antiinflamatoria de novos derivados n-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos.

1.1. Resposta Inflamatéria

1.1.1. Aspectos gerais da resposta inflamatoéria

A reagdo inflamatéria € um mecanismo fisiopatoldgico em resposta a invasao por
um agente infeccioso ou apenas uma reacdo a uma lesdo de natureza variada (térmica,
quimica e/ou mecanica), sendo representada por um conjunto de reacdes locais e sistémicas
do organismo. Este mecanismo € composto por varios fendmenos que se associam e se
complementam uns aos outros formando uma reagdo em cascata, que envolve uma complexa
interacdo de células inflamatérias (neutrdfilos, linfécitos, mondcitos/macréfagos) e das
células vasculares (endoteliais e células da musculatura lisa) (TEDGUI & MALLAT, 2001).
A resposta inflamatéria visa destruir ou neutralizar o agente agressivo, sendo, portanto uma
reacdo de defesa e reparacao do dano tecidual (CHANDRASSOMA & TAYLOR, 1993).

A inflamacdo € caracterizada, em sua forma aguda, pelos sinais cardinais de dor,
calor, rubor, edema e perda de funcado, envolvendo uma série de eventos como: aumento do
fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular, exsudagao de fluidos, migracao de leucdcitos,
liberacdo de agentes algésicos e dos efeitos induzidos pelos mediadores quimicos no foco
inflamatério (KUMAR, ABBAS & FAUSTO, 2005).

A inflamacdo aguda tem duracdo relativamente curta, durando alguns minutos,
horas ou dias e € independente da natureza do agente agressor, sendo a resposta muito similar
aos diferentes estimulos (SIQUEIRA-JUNIOR & DANTAS, 2000). A resposta fisioldgica
que ocorre imediatamente apds um estimulo agressivo € referida como uma fase precoce (0-1
hora) ao contrario do que ocorre na fase tardia da inflamacao aguda (5-6 horas apds a lesdo),
onde as células inflamatdrias se acumulam no local lesado (ALBERTINI er al., 2004). A
inflamacdo aguda se caracteriza pelo predominio de fenomenos exsudativos, que ¢
conseqii€éncia das alteracdes na permeabilidade vascular, permitindo o acimulo de liquido na

regido inflamada, fibrina, leucdcitos, especialmente neutréfilos e hemadcias. Evidéncias
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demonstram que vérios fatores desempenham importantes papéis na modulacdo da resposta
inflamatéria de cada uma das fases da inflamacao aguda. Na fase precoce, mediadores como a
histamina e bradicinina modulam a resposta inflamatéria aumentando o calibre e o fluxo
vascular, responsavel pelo calor e rubor presente no foco de inflamagao (KUMAR, ABBAS &
FAUSTO, 2005; ALBERTINI et al., 2004).

Durante a fase tardia da inflamacao aguda, ha predominancia de eventos celulares
que se caracterizam pela marginacdo, aderéncia endotelial, diapedese e migracdo dos
leucécitos para o foco da lesdo, decorrentes dos estimulos quimiotiticos. Todos os
granulécitos, mondcitos e, em menor grau, os linfécitos respondem aos estimulos
quimiotéticos com taxas varidveis de velocidade (KUMAR, ABBAS & FAUSTO, 2005).

A inflamacg@o cronica tem duragdo prolongada (semanas a meses), na qual ha
inflamacdo ativa, destruicdo tecidual e as tentativas de reparo estdo ocorrendo
simultaneamente. Embora possa suceder a inflamagdo aguda, a inflamagao cronica comeca
com freqiiéncia de maneira insidiosa, como uma resposta de baixo grau, latente e muitas
vezes pela auséncia dos sinais cardinais da inflamacgdo. A inflamacdo cronica origina-se de
infecgdes persistentes por certos microrganismos, como o0s bacilos da tuberculose,
Treponema pallidum e alguns fungos, por exposi¢do prolongada a agentes potencialmente
toxicos (inalagdo de silica) e de distirbios de auto-imunidade (Artrite Reumatéide, Lipus
Eritematoso Sist€émico) (CONTRAN, KUNAR & COLLINS, 2000).

Diferentemente da inflamacao aguda que se manifesta por alteracdes vasculares,
edema e infiltrac@o principalmente de neutréfilos, a inflamacdo cronica se caracteriza por:

& Infiltracio de células mononucleares, que incluem macréfagos, linfocitos e
plasmocitos, reflexo de uma lesdo persistente a lesao;

4 Destrui¢do tecidual, induzida, sobretudo pelas células inflamatérias;
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+ Tentativas de cicatrizacdo por substituicdo do tecido danificado por tecido conjuntivo,
realizada por proliferacdo de pequenos vasos e em particular fibrose (CONTRAN,
KUNAR & COLLINS, 2000).

Durante a evolucdo do processo de reparo, os eventos que ocorrem sio: a
infiltracdo de neutréfilos, infiltracdo de macréfagos, fibroplasia e deposicdo de matriz
extracelular, angiogénese, cicatrizagcao e reepitelizagdo. A transmigracdo dos neutréfilos para
tecidos lesados € um fendmeno precoce do processo de reparo. Ocorre quase que de imediato
apos sinalizagdo dos neutréfilos retidos no coagulo, macréfagos residentes e células estromais

(GERSZTEN et al., 1999).
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1.1.2. Mediadores envolvidos na inflamacao

Os mediadores do processo inflamatoério originam-se do plasma ou das células. Os
mediadores oriundos do plasma (p.ex. complemento) estdo presentes no plasma em formas
precursoras que devem ser ativadas, em geral por uma série de clivagens proteoliticas, a fim
de adquirir suas propriedades bioldgicas. Os mediadores oriundos de células estdo contidos
em granulos intracelulares, que precisam ser secretados (p.ex. histamina nos mastécitos) ou
sdo sintetizados originalmente (p.ex. prostaglandinas, citocinas) em resposta a um estimulo.
As principais fontes celulares sdo plaquetas, neutréfilos, mondcitos/macréfagos e mastocitos,
mas as células mesenquimais (endotélio, musculo liso fibroblastos e maioria dos epitélios
também podem ser induzidos a elaborar alguns mediadores) (ROBBINS, 2000; COLLINS,
1999).

A inflamagdo é desencadeada, conduzida, controlada e extinta pela presenga de
mediadores quimicos, cada um com um papel especifico, atuando em estdgios definidos da
reacdo inflamatéria. Os mediadores podem originar-se do plasma, das células ou do tecido
agredido, sendo divididos nos seguintes grupos: aminas vasoativas (histamina e serotonina);
proteases plasmadticas (sistema de cinina - bradicinina, sistema complemento, sistema de
coagulacao-fibrinolitico); metabdlitos do 4cido araquidénico (via ciclooxigenase e via
lipoxigenase); proteases lisossomicas; radicais livres derivados do oxigé€nio; fatores ativadores
das plaquetas (PAF); quimiocinas, citocinas e 6xido nitrico (NO) (KUMAR, ABBAS &
FAUSTO, 2005; ALBERTINI et al., 2004).

A histamina encontra-se distribuida nos tecidos, sendo a fonte mais rica os
mastécitos que estdo normalmente presentes no tecido conjuntivo adjacente aos vasos
sanguineos. Também € encontrada nos baséfilos e plaquetas. A histamina pré-formada esta
presente nos granulos de mastécitos e € liberada por desgranulacdo dessas células. Em

humanos a histamina causa dilatagdo das arteriolas e aumenta a permeabilidade vascular. A
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histamina atua sobre a microcirculacao principalmente através dos receptores H; (COLLINS,
1999).

A serotonina (5-hidroxitriptamina) é o segundo mediador vasoativo pré-formado
com agdes semelhantes as da histamina. Estd presente nas plaquetas e células
enterocromafins. A libera¢do da serotonina das plaquetas é estimulada quando as plaquetas se
agregam apds contato com coldgeno, trombina, difosfato de adenosina (ADP) e complexos
antigeno-anticorpo. A agregacdo e liberacdo plaquetdria também € estimulada pelo PAF,
proveniente dos mastécitos durante reacdes mediadas pela imunoglobulina E (IgE). Desse
modo, a reacdo de liberacdo plaquetdria resulta em aumento da permeabilidade durante
reacoes imunologicas (COLLINS, 1999).

A bradicinina (BK) € um cininogénio vasoativo (nonapeptidio) de alto peso
molecular que apresenta potente efeito sobre a permeabilidade vascular. Seus efeitos sao
similares ao da histamina. A BK € um importante mediador da resposta inflamatdria tecidual a
estimulos irritantes, porém sua acdo € de curta duracdo, pois ela sofre uma répida inativagcdo
enzimdtica. A degradacdo enzimdtica pode ser feita por vdrias peptidases, incluindo o
dipetidil carboxipeptidase cininase II (BOURA & SVOLMANIS, 1984).

O NO € também um mediador do processo inflamatério. Em 1980 foi demonstrado
que a integridade do endotélio € necessdria para que ocorra a vasodilatacdo via estimulacio de
receptores colinérgicos. Como resposta, as células endoteliais produziam um Fator de
Relaxamento Derivado de Endotélio (EDRF), que levava a um relaxamento da musculatura
lisa. Posteriormente, foi demonstrado que o endotélio vascular produzia NO, que apresentava
propriedades fisicas e bioldgicas do EDRF. O NO aumenta a concentragdo de GMPc
intracelular, que medeia o relaxamento produzindo vasodilatacdo. A producdo de NO ¢é
ativada pela entrada de Ca®* no interior da célula. Além de promover o relaxamento da

musculatura lisa, o NO desempenha papéis importantes na inflamacdo tais como: reduz a
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agregacdo plaquetdria produzida pelos macréfagos, atua como radical livre causando
citotoxidade e aumenta a producdo de prostaglandinas inflamatérias. A producao
descontrolada de NO pelos macréfagos no choque séptico pode levar a uma vasodilatacdo
sist€émica e a choque cardiogénico. (ROBBINS, 2000).

Os neuropeptidios liberados de neurdnios sensitivos contribuem para as reacoes
inflamatérias — constituindo a inflamacdo neurogénica. Os principais peptidios envolvidos
sd0: a substancia P, a neurocinina A e CGRP (peptidio relacionado ao gen da calcitonina). A
substincia P e a neurocinina A atuam sobre mastocitos, liberando histamina e outros
mediadores e produzem contragdo da musculatura lisa e aumento da secre¢do de muco. O
CGRP € um potente vasodilatador. A inflamacdo neurogénica estd implicada na patogenia de
varias condi¢des inflamatérias, incluindo a fase tardia da asma, rinite alérgica, doenca
intestinal cronica e alguns tipos de artrite (MAGGI, 1996).

A familia das quimiocinas € composta de aproximadamente 50 membros que se
dividem em quatro familias. Apesar da acdo das quimiocinas ser mais evidente na quimiotaxia
de macréfagos e linfocitos, alguns membros desta familia de moléculas como a proteina
quimioatraente de macréfagos (MCP-1) exerce esta fungdo também sobre neutréfilos
(CHRISTOPHERSON & HROMAS, 2001).

A interleucina-6 (IL-6) é considerada como um mediador fundamental em diversas
etapas da inflamagcdo (GALLUCCI et al., 2000). Dentre os varios efeitos pro-inflamatorios
que lhe sdo atribuidos, os intimamente relacionados ao processo de reparo sdo, na etapa mais
tardia, a inducdo mitdética de queratindcitos e, na fase mais precoce, os seus efeitos
quimioatraente sobre neutréfilos (SATO et al., 1999).

A interleucina-10 (IL-10) € um dos mais conhecidos sinalizadores negativos da
inflamacdo. Acredita-se que ela seja o mais importante mediador com papel limitador e

finalizador da resposta inflamatéria. Adicionalmente, ela ndo s6 regula o crescimento ou
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diferenciacdo de vdrias células do sistema imune, mas também de queratindcitos e células
endoteliais (MOORE et al., 2001).

Quando as células inflamatorias sdo estimuladas ou lesadas, outro tipo de sistema
importante passa atuar, os eicosandides. Muitos dos agentes inflamatdérios importantes atuam,
pelo menos em parte ao interferir na sintese de eicosandides. Ao contrario, por exemplo, da
histamina, os eicosandides ndo sdo encontrados pré-formados nos tecidos e sim produzidos a
partir de fosfolipidios. Os eicosandides estdo envolvidos em varios processos fisioldgicos e
estdo entre os mais importantes mediadores e moduladores da reagdo inflamatéria (RANG, et
al., 2007).

O interesse pelos eicosandides surgiu na década de 1930, apds relatos que o
sémen continha uma substidncia que provocava a contracdo do musculo liso uterino.
Acreditou-se que a substancia tivesse origem na prostata e, assim, recebeu a designacao de
prostaglandinas. Posteriormente, ficou claro que a prostaglandina ndo era apenas uma
substancia, mas toda uma familia de compostos, que eram produzidos em muitos, se ndo na
maioria, dos tecidos e que derivam do 4cido araquidonico. A principal fonte dos eicosandides
€ o acido araquidonico (4cido 5,8,11,14-eicosatetraendico), um dcido graxo insaturado de 20
carbonos contendo quatros ligagdes duplas. O dcido araquiddnico € encontrado esterificado
nos fosfolipidios de membrana, geralmente na posicao dois. Os principais eicosandides sdo as
prostaglandinas, os tromboxanos, € os leucotrienos, embora sejam também produzidos outros
derivados do araquidonato, como por exemplo, as lipoxinas (LX). Numerosos estimulos
podem liberar o 4cido araquidonico. Estes estimulos variam de acordo com o tipo celular,
como por exemplo, a trombina das plaquetas, o fragmento do sistema complemento C5a nos
neutrdfilos, a bradicinina nos fibroblastos e as reagdes antigeno-anticorpo nos mastécitos. A

lesdo celular geralmente também inicia o processo (RANG, et al., 2007).
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O 4cido araquiddnico livre é metabolizado por diversas vias: pela via das
ciclooxigenases, que iniciam a biossintese das prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs), e
por vdrias lipoxigenases, que iniciam a sintese dos leucotrienos (LTs), as LXs e outros

compostos (Figura 1) (RANG et al., 2007).
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Figura 1. Biossintese dos produtos do dcido araquidonico. Adaptado de RANG, et al, 2007; MORROW &
ROBERTS II, 2007.

Anteriormente achava-se que a ciclooxigenase (COX) existia apenas em duas

isoformas: COX-1 e COX-2. Pesquisas recentes demonstraram a existéncia de uma terceira

isoforma, COX-3 (CHANDRASEKHARAN et al., 2002). A COX-3 compartilha de todas as
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caracteristicas estruturais e cataliticas importantes da COX-1 e COX-2 (KENNEDY et al.,
1994). A COX-1 ocorre na maioria das células como enzima constitutiva, e acredita-se que os
prostandides por ela produzidos estdo envolvidos na homeostasia como, por exemplo, na
regulacdo das respostas vasculares e coordenacdo das ac¢des de hormonios circulantes. A
COX-2 ¢ induzida por diferentes células apdés um estimulo inflamatério. As etapas de
metabolismo do 4cido araquidonico diferem em diferentes células. Nas plaquetas, a via leva a
sintese de tromboxano A, ao passo que, no endotélio vascular conduz a sintese de
prostaciclina e, nos macréfagos, resulta principalmente na sintese de prostaglandina E,
(PGE,). Os prostandides afetam a maioria dos tecidos, exibindo uma notavel variedade de
efeitos. A acdo da PGD; provoca vasodilatacio, inibi¢do plaquetaria, relaxamento do musculo
gastrintestinal, relaxamento uterino, modificagdio da liberacdo de hormonios
hipotalamicos/hipofisarios. A a¢do de PGF,o promove contragdo do miométrio em humanos.
A ac¢do da prostaciclina I, (PGI,) causa inibi¢do da agregacdo plaquetdria, liberacao de renina
e natriurese através de efeitos sobre a reabsor¢do tubular de Na™. A acdo do TXA, causa
vasoconstri¢do, agregacdo plaquetdria e broncoconstri¢ao.

As prostaglandinas na maior parte PGE, e prostaciclinas sdo mediadores
importantes em processos inflamatorios, de dor e de febre. Sdo sintetizadas nos tecidos pela
enzima COX-1 constitutiva e pela sua isoforma COX-2 que pode ser induzida com citocinas,
fatores do crescimento ou outros estimulos inflamatérios (VANE, BAKHLE & BOTTING,
1998). As prostagladinas sdo hiperalgésicas e realcam a nocicep¢cdo causada por outros
mediadores tais como: bradicinina (FERREIRA, MONCADA & VANE et al., 1973). As
acoes da PGE, sdo: quando se liga a receptor EP; provoca contracdo do miusculo liso
bronquico e gastrintestinal. Quando esta se liga aos receptores EP, causa broncodilatagao,
vasodilatacdo, estimulacdo da secrecao de musculo liso intestinal e relaxamento do musculo

liso gastrintestinal. Quando se liga a receptores EP3 provoca contragdo do musculo liso

10



Cupertino-Silva, Yolanda Karla. Avaliagdo da atividade antinociceptiva e antiinflamatoria de novos derivados n-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos.

intestinal, inibicdo da secrecdo de 4cido gdstrico, aumento da secrecdo gastrica de muco,
inibicao da lipdlise, inibi¢ao da liberagdo dos neurotransmissores autonomos e estimulagao de
contragdo em utero gravidico humano (RANG, et al., 2007). A COX-3 estd provavelmente
envolvida na biossintese de mediadores antiinflamatérios endégenos (SERHAN et al., 2002).

A resposta inflamatdria é sempre acompanhada da liberagdo de prostanéides, cujo
produto predominante € a PGE; embora a PGI, também possa ser encontrada. Em areas de
inflamacao aguda, a PGE; e a PGI, sdo produzidas pelos vasos sanguineos locais, enquanto os
mastdcitos liberam PGD, Na inflamagdo cronica, as células da série mondcitos-macréfagos
também liberam PGE,; e TXA, A PGE, a PGI; e a PGD; sao poderosos vasodilatadores “per
si” préprias e atuam de modo sinérgico com outros vasodilatadores inflamatérios, como a
histamina e a bradicinina. E esta acdo dilatadora combinada sobre as arterolas pré-capilares
que contribuem para o eritema e aumento do fluxo sanguineo nas dreas de inflamacdo aguda.
Esses prostandides nao aumentam diretamente a permeabilidade das vénulas pds-capilares,
mas potencializam esse efeito da histamina e da bradicinina. De forma semelhante, eles em si
ndo produzem dor, mas potencializam o efeito da bradicinina ao sensibilizar as fibras
aferentes.

As lipoxigenases, que sdo enzimas soliveis localizadas no citossol, sdo
encontradas nos pulmdes, nas plaquetas, nos mastdcitos e nos leucécitos. A principal enzima
desse grupo € a S-lipoxigenase, a primeira enzima na biossintese dos leucotrienos. O
Leucotrieno B4 (LTB4) pode ser encontrado em exsudatos inflamatérios e ocorre nos tecidos
em muitas condi¢Oes inflamatdrias, incluindo artrite reumatéide, psoriase e colite ulcerativa.
H4 evidéncia de que estes contribuem para a hiper-reatividade bronquica subjacente em
asmadticos, e acredita-se que estejam envolvidos entre os principais mediadores tanto na fase
inicial quanto na tardia da asma. O fator de ativacdo de plaquetas (PAF) € outro mediador

inflamatério que € liberado pela maioria das células inflamatdrias quando estas sdo
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estimuladas. Por conseguinte, € liberado por neutréfilos polimorfonucleares na fagocitose de
particulas opsonizadas, por macréfagos e eosinéfilos ativados, por mastdcitos e basofilos em
decorréncia da interagdo com antigeno e por plaquetas apds estimulacdo com trombina. O
PAF ¢ importante mediador espasmogénico na musculatura lisa bronquica e ileal. Sua
atividade espasmogénica sobre musculo liso bronquico humano pode ser devida a ativagao da
PLA, com conseqiiente producdo de cisteinil-leucotrienos. Nas plaquetas, provoca mudanca

da forma e liberacdo de granulos densos (RANG et al., 2007).
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1.2. Dor

1.2.1. Generalidades da dor

Dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagraddvel, associada a uma lesao
tissular ou real ou mesmo sem nenhuma lesdo, embora descrita com termos sugestivos de que
o dano tecidual tivesse de fato ocorrido. A sensacdo dolorosa apresenta um componente
subjetivo, que envolve aspectos emocionais, sociais, culturais, ambientais e cognitivos, além
da percepg¢ao do estimulo nocivo propriamente dito (OLIVEIRA, 1997; RANG, et al., 2007).

A dor apresenta dois componentes importantes: o componente sensorial e o
componente afetivo/emocional. O componente sensorial que corresponde ao mecanismo
neurofisiol6gico permite por meio da ativagdo de receptores, a transmissao e interpretacao do
estimulo nocivo, que em geral, é o forte o suficiente para produzir lesdo tecidual. O
componente emocional corresponde a percep¢cao do estimulo doloroso pelo individuo, que é
seguido pela tomada de consciéncia e pela reacdo a dor. E uma resposta afetiva a percepcio

do estimulo doloroso (RAMADABRAN & BANSINATH, 1996).

1.2.2. Tipos de dor

A dor pode ser denominada de acordo com o tipo de lesdo e/ou dos mediadores
envolvidos, sendo classificada em: nociceptiva, neurogé€nica, neuropética e psicogénica a qual
estd associada, respectivamente, com estimulagdo excessiva dos nociceptores, com lesdo do
tecido neural, com a disfuncdo de um nervo ou com fatores psicolégicos. Pode ainda,
somando-se a isso ocorrer manifestacdes dolorosas decorrentes de algumas desordens
comumente apresentadas em paciente que a experimentam como a hiperalgesia (sensibilidade
exacerbada a um estimulo doloroso), alodinia (dor em resposta um estimulo nao-doloroso) e
hiperestesia (sensibililidade anormal a um estimulo sensorial) (BESSON & CHAOUCH,

1987; DRAY, URBAN & DICKENSON, 1994; BESSON; 1999; CARR & GOUDAS, 1999)
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O processo doloroso € classificado de varias formas, mas o critério temporal €
mais utilizado por levar em consideragdo o tempo de sua atividade. Quanto a duracdo, a dor
pode ser aguda, transitéria ou cronica. Quando o episédio doloroso € transitério, ocorre
ativacdo dos nociceptores sem que haja dano tecidual. A dor aguda geralmente estd associada
com uma lesdo recente, ativacdo dos nociceptores no local da lesdo, e pode desaparecer até
mesmo antes da cura do dano tecidual (CARR & GOUDAS, 1999). A dor crénica ocorre
devido a uma lesdo ou patologia, podendo ser perpetuada por outros fatores além daqueles
que causaram a dor propriamente dita, e pode permanecer por meses ou anos (LOESER &
MELZACK, 1999). A dor cronica pode acarretar conseqiiéncias fisicas, comportamentais,
mentais, psicoldgicas, e psicossociais, além de envolver grave estresse emocional. A dor
cronica difere substancialmente da dor aguda em relagdo a sua persisténcia, alteragdes
adaptativas, tais como neuroplasticidade em vérios niveis do sistema nervoso, e dificuldade
do tratamento (IADAROLA & CAUDLE, 1997; BESSON, 1999). A dor € uma sensa¢do que
compreende trés mecanismos bdsicos: transducdo que € a ativacdo dos nociceptores por
transformac¢do de um estimulo ndéxico mecanico, térmico e quimico, em potencial de acdo;
transmissdo, que € o conjunto de vias que permitem que o impulso nervoso, gerado ao nivel

de nociceptor, seja conduzido para o SNC e modulagdo, vias responsdveis pela supressao da

dor ativadas pelas préprias vias nociceptivas (PORTO, 2004)
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1.2.3. Transducao da informacao nociceptiva

Os receptores sensoriais para dor sdo representados por terminagdes nervosas
livres de fibras mielinicas delgadas Ad (tipo III) e fibras nervosas amielinicas (tipo IV) sendo
denominadas como um todo de nociceptores polimodais por apresentar sensibilidade a
estimulos mecanicos (espasmo e distensdo tecidual), isquémicos e quimicos (bradicinina, fons
potassio, protons, etc) (NESS & GERBHART, 1990). Os nociceptores envolvidos nos
mecanismos de transdugdo da dor sdo distinguidos por seu relativo alto limiar de ativacdo, ou
seja, eles podem ser ativados por intensos estimulos que sdo danosos ou potencialmente
danosos aos tecidos, mas nao por estimulos inécuos como o toque (DJOUHRI & LAWSON,
2004). Além dos receptores de alto limar, destacam-se, também, os receptores com baixo
limiar para estimulos naturais, principalmente mecanicos, € responsivos a estimulagdes de
intensidades néxicas ou nao (SENGUPTA & GEBHART, 1994).

Mais recentemente foram identificadas estruturas denominadas nociceptores
“silenciosos” presentes nas terminagdes nervosas periféricas de fibras C de nervos articulares,
visceras, mas ndo de musculos. Em condi¢cdes normais encontram-se em repouso, porém na
vigéncia de processos inflamatdrios, estimulos quimicos ou térmicos tornam-se responsivos
até mesmo aqueles inécuos (PORTO, 2004). Acredita-se que este grupo contribua na
sinalizacdo da dor cronica, alteracdes prolongadas nos reflexos espinhais e regulacdo

autondmica anormal de 6rgaos internos (CERVERO, 2002).
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1.2.4. Transmissao da informacao nociceptiva

As fibras mielinicas Ad sdo responsaveis pela rdpida transmissdo da informagao
nociceptiva, ou sinais de dor aguda, e as fibras amielinicas C responsdveis pela transmissao
lenta de sinais, que representa a dor em queimacdo resultante da ativacdo destas fibras.
Perifericamente, as vias aferentes viscerais primdrias transmitem para a medula o impulso
gerado ao nivel do nociceptor através de um neurdnio pseudo-unipolar, fibras Ad e C,
compreendido por um nervo espinhal ou craniano em um ganglio sensitivo anexo a este
nervo. Quando provenientes das visceras, cursam por nervos autondomicos simpdaticos
(cardiaco médio e inferior, esplanicos maior, menor ¢ médio e esplanicos lombares) e
parassimpadticos (trigémio, facial, glossofaringeo, vagos e sacrais). Centralmente os axdnios
pseudounipolares viscerais projetam suas terminagdes para a medula espinhal ao nivel da raiz

dorsal (AL-CHAER & TRAUB, 2002).

1.2.5. Modulacao da informacao nociceptiva

Sabe-se que muitas classes de neurdnios do corno dorsal, os préprios neurdénios
aferentes primarios e fibras descendentes do cérebro exercem um grande potencial
modulatério sobre a transferéncia da informacao nociceptiva. Apds entrar no corno dorsal da
medula espinhal, a informagdo nociceptiva proveniente das visceras estd sujeito ao
processamento por uma diversidade de mecanismos, alguns dos quais potencializando
(facilitacdo), outros inibindo sua transferéncia para centros supra-espinhais (MILLAN, 2002).

H4 muitos anos se conhece a possibilidade de controle do ingresso de estimulos
nociceptivos desde estruturas cerebrais. A estimulacdo elétrica da zona periaquedutal e do
nucleo da rafe bulbar, rico em receptores opidides, provoca analgesia, sem alteracio motora,
através de uma via inibitéria descendente, o fasciculo dorso-lateral. Vias descendentes

opidides atuam de forma inibitdria, revelando um importante papel no alivio da dor. Além de
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sistemas opidides, também existem sistemas inibitérios descendentes mediados por

norepinefrina e serotonina (TORREGROSA, 1994).

1.2.6. Mediadores da algesia

Substancias quimicas, denominadas genericamente de substancias algogénicas,
surgem em grandes quantidades nos tecidos em decorréncia de processos inflamatorios,
traumaticos, ou isquémicos. Algumas sdo de produgdo local, como a serotonina, bradicinina,
histamina, citocinas, produtos derivados do 4cido araquidonico, como as prostaglandinas e
leucotrienos, por atuacdo da ciclooxigenase e lipoxigenase. Outras sao produzidas no sentido
inverso da transmiss@o dos nervos sensitivos, isto &, do corpo neuronal para a periferia, sendo
as mais importantes, a Substancia P e o CGRP. Esse processo de sensibilizagdo local €
denominado de hiperalgesia primaria. Essa grande quantidade de mediadores quimicos leva a
reducdo do limiar de sensibilidade e aumento da sensibilidade das terminacdes nervosas
vizinhas. E criado um processo de hiperalgesia que se estende progressivamente as regides
nao envolvidas pelo estimulo nociceptivo inicial. (MARQUES, 2004).

Os mastdcitos sao derivados de precursores presentes na medula dssea. Participam
de processos alérgicos e hipersensibilidade do tipo I (GALLI, 1993). Os mastdcitos também
estdo associados a muitas condi¢des patoldgicas em que a dor € o sintoma predominante. A
cistite intersticial e a sindrome do intestino irritdvel sdo exemplos. Em ambas as condicoes,
um aumento do nimero de mastécitos tem sido descrito na bexiga e no intestino,
respectivamente (BARBARA et al., 2004; THEOHARIDES et al., 1998).

A extrema proximidade entre mastécitos e as terminagdes periféricas dos
neurdnios sensoriais resulta em uma amplificacdo bi-direcional em que a SP liberada da
terminacdo nervosa ativa a degranulacdo mastdcitaria, liberando histamina. Esta induz uma

maior liberacdo de SP das terminacdes sensoriais, além de ativar a liberacao de NGF (Fator de
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Crescimento do Nervo), que exacerba a situacdo por promover o desenvolvimento e aumento
da fun¢do dos neurdnios sensoriais (TRACEY & WALKER, 1995).

Em geral demonstra-se que a liberacdo central e periférica de SP e CGRP ocorrem
predominantemente de fibras nociceptivas de conducdo lenta (fibras C), mas a presenga destes
peptideos em alguns nociceptores de fibras A6 demonstra que tais neurénios contribuem para
sua liberacdo. No soma das fibras secunddrias, localizadas no corno dorsal da medula
espinhal, receptores NK1 sdo ativados pela substancia P e com isso atuam como facilitadores
no processo de transmissao nervosa (MORRIS ez al., 2004).

Os receptores NKI revelam um papel essencial na mediacdo da resposta
nociceptiva central e inflamatéria periférica a estimulos ndxios, predispondo a uma
inflamacgao neurogénica e modulando respostas aos estimulos mecanicos (LAIRD et al., 2000)
A atividade inflamatdria periférica induzida por SP, que atuando em receptores NK1 medeia
uma complexa resposta que consiste em aumento da permeabilidade vascular, extravasamento
de plasma, secrecdo glandular e influxo de células pré-inflamatérias (CATERINA et al.,
1997).

A biossintese e a liberacdo de substincia P podem ser em parte mediadas pela
ativacdo do receptor da capsaicina TVRPI (receptor vaniloide tipo 1, inicialmente chamado
VRI1) conhecido por ser um receptor polimodal (estimulado pelo calor, prétons e derivados
lipidicos, como a anadamida, leucotrieno By, Bi;). Este induz influxo de Ca’* nos neurdnios
nociceptivos, resultando na despolariza¢do de liberagdo de neuropeptideos pré-inflamatérios
dos terminais de neurdnios aferentes (SZALLASI & BLUMBERG, 1999).

Muitos estudos in vitro e in vivo usando diferentes mediadores inflamatorios,
como a bradicinina, atuando em receptores B, (FERREIRA, DA SILVA & CALIXTO et al.,
2004); ATP extracelular, atuando em receptores P2Y, (MORIYAMA et al., 2003),

indiretamente sdo capazes de sensibilizar e estimular o receptor TRPV1. Essa habilidade de
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integrar muitos estimulos faz do TRPV1 um alvo adequado para modular a sensibilidade dos
nociceptores apds lesdo tecidual. Camundongos “knock-out” para o receptor TRPV1
apresentam analgesia para uma variedade de estimulos de dor relacionados a estados
inflamatoérios, sugerindo que antagonistas destes receptores possam ser efetivos no tratamento
de dores associadas com lesdo tecidual e exposicao a agentes quimicos (CATERINA et al.,
2000; DAVIS et al., 2000). Uma prolongada ou uma repetida ativacao dos receptores TRPV1
resulta em dessensibilizacdo e insensibilidade a estimulos subseqiientes, tendo este processo
um papel importante na regulacdo da percepcao da dor (KOPLAS et al., 1997).

Aminoécidos excitatérios, como o glutamato e o aspartato, atuam como
neuromediadores nos neurOnios aferentes primarios, atuando em diferentes receptores
glutamatérgicos ionotrépicos N-metil-D-aspartato (NMDA), dcido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-isoxazol-propidonico (AMPA) e kainato, além dos receptores glutamatérgicos
metabotrépicos, todos com ampla distribuicdo no SNC. A ativagdo desses receptores precipita
a producdo de segundos mensageiros (AMPc, PKC, fosfatidilinositol, fosfolipase C) para
abertura de canais de cdlcio e, consequentemente influxo de Ca®* nas células neuronais.
Ocorre entdo a producdo de outros mediadores (NO, metabdlitos do 4cido araquidonico) e
ativacdo de oncogenes (c-fos, muito utilizados como marcadores no estresse neuronal, que
provavelmente alteram a transmissdo do potencial de ac¢do e a ultra-estrutura dos neurdnios,

suas sinapses e sensibilizacio medular) (KRAYCHETE & GUIMARAES, 2005).

1.2.7. Vias neuronais envolvidas na percepc¢ao da dor

Normalmente a sensacdo dolorosa € iniciada com a detec¢do de um estimulo
nocivo, ou potencialmente nocivo, de natureza mecanica, térmica ou quimica por sensores
especificos chamados nociceptores. Apesar de o termo sugerir uma estrutura especializada, os

nociceptores sio terminagdes nervosas livres associadas a fibras aferentes primarias finas nao
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mielinizadas, denominadas fibras C, com baixa capacidade de condutancia (0.5-2 m/s) ou
mielinizadas, as fibras Ad, que conduzem o impulso nervoso com maior facilidade (10-30
m/s), havendo ainda as fibras AP que também sdo mielinizadas de grande diametro sendo
capazes de conduzir rapidamente o estimulo doloroso, respondendo a estimulos periféricos
semelhantes. A maioria dessas fibras, origindrias de neurdnios cujos corpos celulares estao
localizados nos ganglios das raizes medulares dorsais, fazem sinapses com neurdnios do
corno medular dorsal, onde os neurotransmissores sdo sintetizados e liberados (BESSON,
1999; MILLAN, 2002). Por sua vez estes ultimos dao origem as vias ascendentes da dor, que
sao responsaveis pela transmissdo do impulso nervoso as estruturas centrais supra-espinhais.

A dor pode originar-se de fibras mielinizadas como também de fibras
desmielinizadas. As fibras aferentes dos musculos e visceras também conduzem informagdes
nociceptivas. Os nervos desses tecidos apresentam terminacdes sensoriais finas que se
ramificam nos tecidos periféricos e sdo ativados por vdrios estimulos (mecanico, térmico e
quimico). As fibras C e as fibras Ad s@o responsdveis por enviar esses estimulos nocivos a
partir dos tecidos lesados, transportando informacdes nociceptivas (MILLAN, 2002).

Muitos mecanismos moleculares envolvidos na sensibilizacdo central ja4 foram
estabelecidos, mas os mecanismos de sensibilizacio periférica ainda ndo foram
completamente elucidados. O conhecimento da biologia molecular dos receptores permitiu
um extraordindrio progresso no entendimento do mecanismo de acdo de diversos
neurotransmissores e substancias envolvidas na modulagdo central e periférica da nocicepgao.
O mecanismo de transdugcdo neuroquimica da dor envolve, geralmente, a interacdo de
mediadores inflamatérios com um canal idnico da membrana tipo voltagem-dependente
(canais de sddio, potdssio, cdlcio), com canais i6nicos operados por receptor (NMDA [N-
Metil-D-Aspartato], receptor colinérgico nicotinico), com receptores associados tirosina

quinase ou ainda com receptores de membrana que usualmente encontram-se acoplados a
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proteina G, como € o caso das prostaglandinas e bradicinina (LEVINE & TAIWO, 1994;
MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 2000). Esses mecanismos de transdu¢do nociceptiva
normalmente envolvem a acdo de mediadores inflamatérios em receptores especificos que se
encontram acoplados a sistemas efetores que, quando devidamente ativados, promovem a
liberacdio de uma série de mediadores élgicos formados em cascata, além de segundos
mensageiros, como o AMPc (adenosina 3’5’-monofosfato ciclico) e GMPc (guanosina 3’5’-
monofosfato ciclico), responsdveis pela ativacdo de proteinas quinases intracelulares, ou de
terceiros mensageiros como o Ca®*. Os terceiros mensageiros irdo interferir na atividade de
outras proteinas celulares e na regulacdo de canais i0nicos. Os principais sistemas efetores dos
receptores ativados pelos mediadores inflamatoérios sao representados pela adenilato ciclase,
guanilato ciclase, fosfolipase C (PLC), fosfolipase A, (PLA,), tirosina quinase, proteinas

quinase A, C e G e canais i6nicos (MILLAN, 2002).

1.3 Terapia farmacologica da dor e inflamacao

O tratamento da dor tem como objetivo a prevenc¢do da incapacidade, o conforto e
a melhora da qualidade de vida dos pacientes. Os analgésicos podem ser classificados por
agirem centralmente, sendo denominados narcéticos, ou por desempenharem sua acdo na
periferia. Os analgésicos centrais sao muito efetivos em uma variedade de situacdes clinicas,
porém podem ser responsdveis por uma série de efeitos que limitam sua utilizacdo clinica
(CAPETOLA, SHRIVER & ROSENTHALE, 1980).

Opidide € o termo genérico utilizado para definir toda substdncia, natural ou
sintética, cuja acdo analgésica € origindria da interacao com os receptores opidides (Mp, Delta
e Kappa), podendo ser antagonizadas pela naloxona. Essas substancias sdo amplamente
utilizadas no tratamento da dor durante o cancer e na dor aguda. Os receptores opidides estdo

localizados principalmente no sistema nervoso central, embora na presenca de inflamagao os
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mesmos possam Ser se expressos no sistema nervoso periférico, o que gera uma nova
perspectiva para o uso tépico destes medicamentos. Os opidides sdo classificados como
agonistas plenos, como por exemplo, a morfina e a metadona, ou agonistas parciais, como €
caso da buprenorfina e nalbufina. A morfina, um agonista Mu (u), é a referéncia entre os
opidides, sendo um agente padrio para o tratamento das dores agudas e crénicas. No entanto,
o limite do uso dos agonistas de receptores opidides puros sdo os efeitos colaterais
incontroldveis. Além disso, alguns pacientes podem desenvolver tolerdncia com o uso
prolongado ou reducao da eficidcia com a mesma dose (RIBEIRO ez al., 2002)

Os canabinéides tém sido utilizados no tratamento da dor por muitos séculos.
Apesar de estudos pré-clinicos revelarem que eles sdo analgésicos nos modelos testados, sua
utiliza¢do nao é propagada, por motivos legais e farmacoldgicos, como por exemplo, o efeito
psicotropico. Tais substancias exercem sua acdo ao interagirem com o0s receptores
canabinodide rCB; e/ou rCB,;. Os receptores rCB; estdo localizados no sistema nervoso central,
em areas que podem mediar a maioria dos efeitos que afetam as fungdes cognitivas, dor e
memoria de curto prazo (cortex cerebral e hipocampo), controle e coordenagdo motora
(ganglios da base e cerebelo), hipotermia e hiperfagia (hipotdlamo). Sdo também encontrados
na medula espinhal, ginglios da medula dorsal, sistema nervoso entérico, adipdcitos, células
endoteliais, hepatdcitos, tecido muscular e trato gastrintestinal. Os receptores rCB; estdo
presentes no sistema periférico, e se relacionam com o sistema imunoldgico, linfécitos T,
linfécitos B, baco, amigdalas e células microgliais ativadas. A ativacdo dos receptores rCB;
estd associada as propriedades anti-hiperalgésicas e antialodinicas dos canabindides. Estudos
sugerem que também os receptores rCB,, classicamente relacionados com a resposta
imunoldgica, estdo implicados com a antinocicep¢do. O delta-9-tetrahidrocanabinol (A°-

THC), principio ativo da Cannabis sativa, liga-se igualmente em ambos receptores, ja 0s
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outros canabinéides apresentam maior ou menor afinidade por um ou outro receptor (BONFA
et al., 2008).

Virios analgésicos periféricos também podem apresentar, além da atividade
analgésica, propriedades antiinflamatéria, antipirética e antiagregante plaquetdria, sendo
denominados como agentes antiinflamatérios, pois agem no processo de reducdo da reacdo
inflamatdria por inibirem a liberagdo de prostaglandinas, atuando em etapas pré-estabelecidas
na via do dcido araquidonico (RANG et al., 2007; MORROW & ROBERTS II, 2007). Os
principais agentes antiinflamatérios sao representados pelos antiinflamatérios nao-esteroidais
(AINEs) e glicocorticéides (CAPETOLA, SHRIVER & ROSENTHALE, 1980; RANG et al.,
2007).

Os AINEs destacam-se entre os grupos farmacéuticos mais utilizados na prética
médica devido a sua eficdcia em suprimir dor e inflamacdo. Apresentam um amplo espectro
de indicagdes terap€uticas para varios processos como: algesia, inflamagao, pirese e profilaxia
contra doencgas cardiovasculares. Além disso, muitas publicagdes cientificas sugerem que
poderiam ser eficazes na preven¢do de doencas neurolégicas, como Alzheimer, e constituir-se
em opcio terapéutica para casos de cAncer (KUMMER & COELHO, 2002; BRUM-JUNIOR,
2006; ONG et al., 2007).

Os AINEs incluem uma diversidade de agentes que pertencem a diferentes classes
quimicas, no entanto muitos desses fairmacos possuem trés principais efeitos: antiinflamatorio,
analgésico e antipirético (RANG, et al., 2007). O mecanismo de acdo dos AINEs baseia-se na
inibicdo do sistema enzimatico denominado COX, responsdvel pela sintese dos diferentes
tipos de eicosandides (PGD,, PGE,, PGl,, TXA;), que sdo mediadores do processo
inflamatério (BRUM-JUNIOR, 2006).

O é4cido acetilsalicilico (AAS) (Aspirina®) foi sintetizado por Hoffmann em 1898.

Inicialmente, este composto quimico foi usado como um agente antipirético e

23



Cupertino-Silva, Yolanda Karla. Avaliagdo da atividade antinociceptiva e antiinflamatoria de novos derivados n-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos.

antiinflamatério. Na década de 60 o AAS emergiu como um potente agente que prolongava o
tempo de sangramento e inibia a agregacdo plaquetdria. A aspirina reduz a ativagao
plaquetdria por meio da acetilacdo irreversivel da COX-1, e, portanto, reduz a producdo de
TXA,; pelas plaquetas. A inibi¢do da COX-1 é rapida, saturdvel em baixas doses, irreversivel
e permanente por toda a vida da plaqueta (TURNBULL et al., 2006; UNDAS et al., 2007).

Desde a sintese do acido acetilsalicilico, foram desenvolvidos varios AINEs, com
estruturas quimicas diversas, mas que apresentam propriedades terapéuticas semelhantes. Os
AINEs sao classificados como cldssicos, os quais inibem ndo seletivamente ambas as
isoenzimas COX-1 e COX-2, e inibidores seletivos de COX-2 (BRUM—JIjNIOR, 2006; ONG
et al., 2007).

Embora os AINEs tradicionais sejam bastante efetivos no tratamento da dor e
inflamacdo, o wuso crénico de tais medicamentos estd associado a lesdes do trato
gastrointestinal, anormalidade da coagulacdo e lesao renal (ONG et al., 2007).

Os inibidores seletivos para COX-2 foram desenvolvidos para amenizar as
complicacOes gastrointestinais dos AINEs tradicionais. A descoberta de inibidores da
isoforma COX-2 levou a obtencdo da segunda geracdo de AINEs, como celecoxibe,
rofecoxibe, lumiracoxibe, entre outros. Entretanto, o rofecoxibe foi retirado do mercado em
2004 devido a constatacdo de efeitos cardiovasculares decorrentes, em parte, da inibi¢do da
isoforma COX-2 presente no endotélio vascular, levando a um desequilibrio do processo
homeostético entre a producdo de prostaciclina no endotélio vascular e TXA; nas plaquetas
(GROSSER, FRIES & FITZGERALD, 2006; SANTOS et al., 2007).

H4 ainda os analgésicos da classe da acetanilidas, cujo representante principal € o
paracetamol, que apesar de serem classificados como AINEs, ndo reduzem inflamacdo,
apresentando apenas efeitos analgésicos e antipiréticos. O mecanismo de a¢do do paracetamol

estd correlacionado com a inibi¢do da COX-3 (AYOUB et al., 2004).
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Os glicocorticoides sdo hormonios esterdides, sintetizados no cértex da glandula
adrenal, que afetam o metabolismo dos carboidratos e reduzem a resposta inflamatdria
(SCHIMMER & PARKER, 2007). A sua sintese e liberacdo ocorrem naturalmente pelo
organismo, de acordo com sua necessidade, sob influéncia do hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH). A estrutura quimica desses compostos possui o nicleo bdésico
ciclopentanoperidrofenantreno. Os glicocorticéides sintéticos, desenvolvidos pela industria
farmacéutica, sdo muito semelhantes aos naturais, caso considerada a sua estrutura quimica
(DAMIANI et al., 2001; BAVARESCO et. al., 2005).

O emprego dos glicocorticdides na terapéutica deve-se principalmente ao fato
destes apresentarem poderosos efeitos antiinflamatérios e imunossupressores. Os
glicocorticdides apresentam a capacidade de atravessarem a membrana lipoprotéica das
células, ligando-se a receptores citosolicos e exercendo sua ac¢do no interior do nicleo, onde
interagem com o DNA ou com outras proteinas implicadas no processo de transcricdo (agao
gendmica, especifica ou inespecifica) (DAMIANI et al., 2001; BAVARESCO et al., 2005).
Os corticdides tém sido considerados como agentes inibidores da producdo de
prostaglandinas, pela agdo inibitoria que exercem sobre a PLA;, por meio da liberacdo de
lipocortina-1, que € um mediador protéico antiinflamatério. O resultado final da acdo destes
antiinflamatorios € a parcial ou total reducao da liberagdo dos mediadores pré-inflamatdrios.
A lipocortina-1 atua seqiiestrando o substrato fosfolipidico, além de inibir diretamente a
PLA,. Os glicocorticéides exdgenos inibem também a expressdo da COX-2, reduzindo a
geracdo de prostandides nas células inflamatorias, porém exercem pouco ou nenhum efeito
sobre a enzima constitutiva COX-1 (ONG et al., 2007).

No mecanismo cldssico de acdo, os glicocorticéides se ligam a um receptor
localizado no citoplasma das células-alvo, através de sua por¢do carboxi-terminal. O receptor

de glicocorticéide (RG) inativado estd ligado a um complexo protéico que inclui duas
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proteinas termoldbeis de 90 kDa (hsp 90), uma imunofilina de 59 kDa e vdrias outras
proteinas. Apds a ligacdo entre o RG e o glicocorticdide, ocorre a dissociacdo das hsp90,
expondo dois sinais de localizacdo nuclear, e permitindo que o complexo ativado se mova
rapidamente para dentro do nucleo e se liga ao DNA. Dentro do nicleo, o complexo RG-
glicocorticéide interage com sitios de ligacio no DNA chamados elementos de resposta de
glicocorticéides (ERG). A ligacdo do glicocorticéide ao ERG costuma gerar, mais
freqiientemente, a uma indu¢do na transcricdo de vérios genes, dentre eles, os que codificam
lipocortina, vasocortina, endonuclease, ribonucleases, endopeptidases, somatostatina, fator
inibidor de migragdo, receptores para hormdnios e citocinas (IL-1, IL-2). No entanto, pode
ocorrer também uma inibicdo da transcri¢do gé€nica, visto que a maioria das interleucinas e
citocinas, que sao induzidas no processo inflamatério e que sdo bloqueadas pelos
glicocorticdides, ndo apresentam, nas regides promotoras de seus genes, os ERGs (DAMIANI
etal.,2001).

Em um segundo mecanismo de acdo dos glicocorticdides, verificou-se que ndo ha
interacdo com o DNA. Neste mecanismo de agdo, os glicocorticdides ativam a proteina
ativadora-1 (AP-1), no entanto pode haver interacdo com outros fatores nucleares, como por
exemplo, com NF-kB. Normalmente, esse mecanismo de acdo ocasiona a inibicdo da
transcri¢do de vdrios genes envolvidos nas respostas inflamatdria e/ou imune como citocinas,
iINOS, COX, PLA,, elastase, colagenase, fator ativador de plasminogénio (DAMIANI et al.,
2001).

Como os glicocorticdides sao responsédveis pela sintese de macromoléculas, seus
efeitos podem demorar algumas horas a dias para ser fazerem presentes. Por outro lado, a
duracdo das acdes dos glicocorticéides pode prolongar-se apds a diminui¢do de seus niveis.
No entanto, alguns efeitos dos glicocorticdides sdo rapidos demais para serem explicados pela

alteracdo da transcric@o celular. Estes seriam mediados por receptores de membrana ou pela
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interacdo direta com membranas celulares. Este mecanismo foi observado através dos efeitos
in vitro na respiragdo, na sintese de proteinas e na acdo da (Na*,K*)-ATPase e (Ca*®)-ATPase
em timécitos (DAMIANI et al., 2001; CARDOZO-PEREIRA et al., 2007).

Os farmacos glicocorticdides, de uma maneira geral, apresentam varios efeitos
adversos, uma vez que eles interferem no metabolismo geral do organismo. Estas substancias
sdo capazes de reduzir a captacdo e utilizacdo da glicose e aumentar a gliconeogénese,
desencadeando glicemia de rebote, com conseqiiente glicosuria, além de aumentar o
catabolismo e reduzir o anabolismo protéico. Outros efeitos adversos da terapia com
glicocorticéides sdo: a reducao da absorc@o de cdlcio no trato gastrintestinal e o aumento da
excre¢do deste cdtion pelos rins, podendo resultar, assim, em osteoporose. Estes farmacos,
também, alteram o metabolismo e a redistribuicao das gorduras, caracteristica da Sindrome de
Cushing, um freqiiente efeito adverso da terapia com glicocorticdides (RANG et al., 2007,

BAVARESCO et al., 2005).
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1.4 Desenvolvimento de farmacos a partir de produtos sintéticos

O 4cido acetilsalicilico (AAS) (Quadro 1) foi o pioneiro dos farmacos sintéticos.
Ha mais de 100 anos da sua sintese, o AAS continua sendo alvo de inimeras pesquisas sobre
sua aplicacdo terapéutica como analgésico e antiinflamatério (atuando no controle da febre, na
dor e na inflamagdo), além de inibir a agregacao plaquetaria (YUNES & CECHINEL, 2001).
Um dos primeiros marcos do desenvolvimento de farmacos sintéticos foi a sintese do barbital
(dcido 5,5-dietilbarbitirico) em 1903, indicado como agente hipndtico. Em 1904 foi
sintetizada a epinefrina (broncodilatador e descongestionante nasal), seguida da procaina e da
benzocaina, dois anestésicos locais pertencentes a classe dos ésteres do acido para-
aminobenzodico, sintetizados a partir da estrutura da cocaina. Em seguida, Dale (1910)
estabeleceu a relacdo estrutura-atividade das aminas relacionadas a epinefrina e denominou os
compostos andlogos de adrenérgicos. Atualmente, a lidocaina € um dos representantes da
classe dos anestésicos locais mais utilizados (Quadro 1) (YUNES & CECHINEL, 2001;
DEWICK, 1997)

Os primeiros estudos sobre a relagdo entre estrutura quimica e atividade bioldgica
para o planejamento racional de moléculas bioativas ganharam destaque durante a Segunda
Grande Guerra. A pesquisa militar foi responsdvel por grandes avangos na quimica sintética,
motivada pela necessidade de tratamento de infeccdes, da dor, de processos alérgicos e da
depressd@ao. Em 1932, descobriu-se que o prontosil, que era utilizado como corante, ao se
reduzir a sulfonamida passava a apresentar propriedade antiinfecciosa. Era a origem da
sulfaterapia, que teve importancia vital na Segunda Guerra Mundial (YUNES & CECHINEL,
2001). O periodo pds-guerra foi de prosperidade para o desenvolvimento dos farmacos
sintéticos, como os anti-histaminicos (e.g.mepirazina), antipsicéticos (e.g. clorpromazina),
antidepressivos (e.g. imipramina) e os ansioliticos benzodiazepinicos (e.g. clordiazepdxido).

A indometacina € um importante fairmaco antiinflamatério nao-esteréide de natureza indodlica,
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que surgiu nesta época (1962), dando inicio ao desenvolvimento dos farmacos

antiinflamatorios ndo-esteroidais (Quadro 1) (NSAIDs).
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Quadro 1 - Estrutura quimica de farmacos de origem sintética.
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2. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL
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2.1 O Dbioisosterismo como estratégia de planejamento, desenho e

modificacao molecular de prototipos de farmacos

Dentre as estratégias de planejamento, desenho e modificacdo molecular para a
descoberta de novos compostos, candidatos a farmacos, o bioisosterismo ocupa lugar de
destaque por sua enorme versatilidade (LIMA & BARREIRO, 2005).

O conceito de bioisosterismo refere-se a compostos ou subunidades estruturais de
compostos bioativos que apresentam volumes moleculares, formas, distribui¢des eletronicas e
propriedades fisico-quimicas semelhantes e propriedades bioldgicas similares. Além disso,
pode ser definida como uma estratégia de modificacdo molecular de um composto-protétipo,
baseada na troca de determinado(s) fragmento(s) molecular(s), por exemplo, um grupamento
funcional por outro que apresente propriedades fisico-quimicas similares, como a acidez. As
motivagdes para aplicacdio do bioisosterismo podem estar relacionadas tanto as fases
farmacocinéticas, modulando as propriedades de absorcdo, distribuicio, metabolismo e
eliminacdo, quanto a farmacodinadmica de acdo de um composto bioativo visando sua
otimiza¢do (BARREIRO & MANSOUR, 2008).

O bioisosterismo resultou da aplicacdo do principio de isosterismo, desenvolvido
por Langmuir, em moléculas de substancias bioativas. Em 1919, esse pesquisador estudava o
comportamento quimico e a reatividade de determinadas substincias que possuiam 4tomos
com mesmo numero de elétrons de valéncia, portanto isoeletronicos (N, e CO) (LANGMUIR,
1919). Em 1951, Friedman introduziu o termo bioisosterismo para descrever o fendmeno
observado entre substincias estruturalmente relacionadas que apresentaram propriedades
similares ou antagonicas em um mesmo sitio receptor (FRIEDMAN, 1951). O bioisosterismo,
em suas primeiras aplicacdes como estratégia de modificacdo molecular de um protétipo
beneficiou-se da regra do hidreto, uma regra empirica formulada por Grimm, em 1925

(GRIMM, 1925), que estabelecia que a adicdo de um 4tomo de hidrogénio com um par de

31



Cupertino-Silva, Yolanda Karla. Avaliagdo da atividade antinociceptiva e antiinflamatoria de novos derivados n-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos.

elétrons (e.g. hidreto) a um 4atomo fornece um pseudo-atomo apresentando as mesmas
propriedades fisicas daqueles presentes na coluna imediatamente posterior da Tabela
Periddica do 4tomo inicial.

Em 1970, Alfred Burguer classificou e subdividiu o bioisosterismo em duas
categorias: cldssico e ndo-cldssico. O bioisosterismo cldssico foi agrupado dessa forma, em
funcdo da valéncia de dtomos, grupamentos ou radicais, incluindo nessa categoria os anéis
aromadticos ou ndo, equivalentes. As demais possibilidades foram classificadas genericamente
como bioisosterismo nao-cldssico (BURGUER, 1970). Com a evolucdo deste conceito,
incorporam-se a esta segunda classe o bioisosterismo envolvendo grupos funcionais com
propriedades estruturais equivalentes, incluindo o retroisosterismo, subunidades estruturais
com sitios de interagao equivalentes com biorreceptores, isto €, biéforos ou pontos estruturais
além da introducdo ou abertura de anéis. Os principais fatores a serem considerados quando
de uma proposta de substitui¢do bioisdsterica compreendem:

4+ Tamanho e volume molecular, distribui¢do eletronica dos atomos ou as considera¢des
sobre o grau de hibridizagdo, polarizabilidade, angulos de ligacao;

4 Grau de solubilidade lipidica e aquosa dos compostos bioisostéricos em estudo, de
maneira a permitir a previsdo da alteracdo das propriedades fisico-quimicas, por
exemplo, pKa;

+ Reatividade quimica dos grupos funcionais ou subunidades estruturais bioisostéricas,
objetivando principalmente antecipar as principais alteragdes nos processos de
biotransformacao, inclusive quanto a eventual alteracdo do perfil de toxicidade
seletiva dos principais metabolitos;

4+ Fatores conformacionais, incluindo a capacidade diferencial de formagdo de ligagdes-
H inter ou intramoleculares dos bioisésteros em estudo (BARREIRO & MANSOUR,

2008).
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Aplicando-se a estratégia do bioisosterismo de anéis, Binder propds o tenoxicam,
como bioiséstero do piroxicam, através da troca do nicleo benzotiazinico pelo sistema
tienotiazinico (Figura 2). Este exemplo representa a relagdo bioisostérica existente entre anéis
aromaéticos heterociclicos e o grupo fenila (BINDER et al., 1987). A semelhanca entre as
propriedades fisico-quimicas dos anéis fenila e tiofeno estd bem fundamentada e foi utilizada
na criacdo do conceito de bioisosterismo de anéis ou anéis equivalentes (BARREIRO &
MANSOUR, 2008). Almansa e cols. em 2001 descreveram a rela¢do bioisostérica entre os
anéis pirazolo e pirazolo-piridina. A troca do anel pirazdlico, presente no celecoxibe, pelo
anel pirazolo-pirimidina (Figura 3) resultou na otimizacdo das propriedades

farmacodinamicas do celecoxibe, embora tendo comprometido sua biodisponibilidade oral

(ALMANSA et al., 2001).
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Figura 2- Relagdo bioisostérica cldssica (fenila x tiofenila) entre Piroxicam e Tenoxicam.
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Figura 3- Relacdo bioisostérica cldssica (pirazol x pirazolo-pirimidina e NH, x CHj3) entre Celecoxibe e seu

analogo Pirazolo [1,5-a] pirimidina.
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2.2 A simplificacao molecular

A estratégia de simplificacdo molecular (SM), ttil para o desenho ou modifica¢io
de compostos de interesse terap€utico, refere-se a introducdo de mudancas estruturais
planejadas, em um determinado composto-protétipo, capazes de resultar em uma nova
molécula estruturalmente mais simples, compreendendo a reducdo de peso molecular, a
diminuicdo do numero de grupos funcionais e de centros esterogé€nicos, entre outros.
Inimeros farmacos pertencentes a diferentes classes terapéuticas foram descobertos pela
aplicacdo dessa estratégia em substancias de origem natural diversas, produzindo estruturas
mais simples, que preservavam os efeitos terapéuticos do protétipo natural e apresentavam
perfil de atividade mais adequado ao emprego, por possuirem melhores propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas. A SM ou “striptease” molecular encontrou larga
aplicacdo na ‘“domesticacdo” terapéutica de moléculas naturais selvagens. A simplificacdo
molecular foi empregada no desenvolvimento de novos protétipos de farmacos tais como:
antiasmaticos (e.g. ramatrobano), antipsicéticos (e.g. LASSBio-579 e LASSBio-581),
cardiotonicos (e.g. LASSBi0-294) e antitumoral (e.g. 1005¢) (Quadro 2) (BARREIRO &

MANSOUR, 2008).
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Quadro 2- Estrutura de protétipos obtidos por simplificagdo molecular
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2. 3. Planejamento dos derivados N-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos

As atividades de pesquisa realizadas no Laboratério de Avaliacdo e Sintese de
Substiancias Bioativas (LASSBio®) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do
Rio de Janeiro caracterizam-se por sua multidisciplinaridade e concentracdo na area da
Quimica Medicinal, tendo como meta principal a descoberta de novos protétipos de farmacos
para o tratamento de enfermidades cronico-degenerativas de cunho inflamatério.
Recentemente, uma série de derivados N-acilidrazénicos quinoxalinicos foi desenhada, a
partir do protétipo LASSBio-319, sintetizada e avaliada quanto suas propriedades
antiinflamatorias e analgésicas. Destes estudos destacou-se o composto LASSBio-1018 como
promissor protétipo de farmaco antiinflamatério nao esteroidal (AINEs) (LIMA et al., 2007)
Considerando a necessidade de otimizar as propriedades farmacoterapéuticas de LASSBio-
1018, foi planejada uma nova série de derivados N-acilidrazonicos (NAH), planejada a partir
de modificacdes estruturais introduzidas no protétipo LASSBio-1018. Estas modificagcdes
foram baseadas na aplicacdo da estratégia de simplificagdo molecular — representada pela
exclusdo do grupo fenila em C3 de LASSBio-1018 — e bioisosterismo de anéis, representado
pela troca do nicleo quinoxalinico pelo anel pirazina na estrutura dos novos derivados NAH
desenhados (Figura 4). Posteriormente, outras modificacdes foram introduzidas em nivel da
subunidade iminica (N=CH) da funcdo NAH (CONHN=CH), visando introduzir
grupamentos com propriedades elétron-doadoras e/ou elétron-retiradoras distintas, de modo a
favorecer o estudo da contribuicao dos fatores eletronicos e conformacionais na otimizacao
das atividades antiinflamatéria e analgésica da nova série, denominada NAH-pirazinica
(Figura 4).

As N-acilidrazonas (NAH) tém sido amplamente descritas como grupamento
farmacofdrico para a atividade antiinflamatdria, antinociceptiva e antiplaquetdria. Postula-se

que estas atividades sdao decorrentes da capacidade deste grupamento mimetizar a fracdo bi-
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alilica de 4cidos graxos insaturados e amidas, por exemplo, dcido araquiddnico e anandamida

(DUARTE et al., 2007).
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Figura 4 - Génese do desenho molecular da nova série de derivados N-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos, a

partir de modificacdes na estrutura do prottipo LASSBio-1018.
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Quadro 3 - Estrutura dos compostos da série dos derivados N-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos desenhados e

sintetizados e alvo dos estudos farmacoldgicos realizados em ambito da presente dissertagao.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo Geral

Investigar o potencial antinociceptivo e antiinflamatério de uma nova série de
derivados N-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos racionalmente planejados a partir de
modificacdes no protétipo LASSBio-1018 — desenhados e sintetizados no LASSBio®
(Faculdade de Farmdcia, UFRJ) como candidatos a protétipo de farmacos analgésicos e

antiinflamatorios.

3.2. Objetivos especificos:

4+ Determinar as propriedades antinociceptivas dos compostos planejados e sintetizados,
em modelos de nocicepg¢ao periférica aguda e central;

4+ Determinar as propriedades antiinflamatérias em modelos animais de inflamagdo
aguda dos compostos;

+ Caracterizar o efeito do derivado mais ativo em modelo de inflamagao cronica.
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4. METODOLOGIA
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4.1. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (25-35 g) de ambos os
géneros, com 6 a 8 semanas de idade e ratos Wistar com 6 a 8 semanas (100-220 g), de ambos
os géneros, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas. Foram utilizados
6 camundongos da linhagem Swiss para os ensaios de contor¢do abdominal induzida por
acido acético, ensaio de nocicepcdo induzida por formalina, ensaio de edema de orelha
induzido por capsaicina, ensaio de pertitonite induzida por Zymosan A e ensaio de placa
quente. Foram utilizados 8 ratos Wistar no ensaio de inducdo da sindrome experimental de
artrite. No dia de cada experimento os animais eram pesados. Os animais foram deixados em
jejum por oito horas antes do inicio da experiéncia com livre acesso a dgua. Os animais foram
eutaniasiados por inalacdo em camara com CQO,. Todos os animais utilizados neste trabalho
foram manipulados de acordo com normas estabelecidas pela Comissdo de Etica da
Universidade Federal de Alagoas para manuseio de animais em modelos de dor e inflamagao

(ZIMMERMAN, 1983).

4.2. Substancias

Foram utilizados: dcido acético e formalina (Merck, Sdo Paulo, Brasil), capsaicina
(Merck A.G., Darmstadt, Alemanha), indometacina, celecoxibe, Tween 80, Zymosan A,
adjuvante completo de Freund’s (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA), morfina
(Cristdlia-Brasil, Sao Paulo, Brasil). Foram utilizados como padrdes de referéncia: celecoxibe,
indometacina, talidomida e morfina. Os padrdes e as substancias-teste foram administrados na
dose de 100 pmol//kg, com excecdo da morfina que foi administrada na dose de 15 pmol/kg.
Os padrdes e as substancias-teste foram diluidos em 20 pL. de Tween 80 com goma ardbica e
administrados por via oral, com excecao da morfina que foi administrada por via i.p e ndo foi

diluida.
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4.3. Ensaio de contorcoes abdominais induzidas por acido acético (COLLIER

et al., 1968)

Neste ensaio o estimulo nociceptivo foi induzido por acido acético 0,1 M (0,1
ml/10g de peso animal) injetado intraperitonealmente. Cinco minutos apds a inje¢ao do acido
as contor¢cdes foram contadas durante 20 minutos. As substancias foram administradas 40
minutos antes do estimulo nociceptivo. O nimero de contor¢des apresentado pelos animais

tratados com as substancias foi comparado ao nimero de contor¢des do controle positivo.

4.4. Ensaio de nocicepcao induzida por formalina (HUNSKAAR et al., 1987)

O ensaio consistiu da injecdo de uma solucdo de formalina 2,5% (v/v)
(formaldeido diluido em salina) na face dorsal da pata traseira do animal. O tempo (segundos)
em que o animal permaneceu lambendo a pata foi registrado com um cronémetro. Com base
no padrdo de respostas foi possivel estabelecer dois periodos: primeira fase, primeiros cinco
minutos e segunda fase, quinze a trinta minutos apds a injecdo, que estavam respectivamente

relacionadas a fase neurogénica e fase inflamatdria.

4.5. Ensaio de dema de orelha de camundongo induzido por capsaicina

(SANCHEZ & MORENO, 1999)

Este ensaio consistiu na administracdo local (orelha direita) de 20 uL. de uma
solucdo de capsaicina diluida em acetona (12.5 mg/ml). As substancias foram administradas
40 minutos antes do estimulo flogistico. O ensaio foi caracterizado por uma resposta
inflamatéria aguda da orelha, com desenvolvimento de edema. Os animais foram sacrificados

e suas orelhas pesadas para obtencao do indice de inflamacao.
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4.6. Ensaio de peritonite induzida por Zymosan A (DOHERTY et al., 1985)

Os camundongos foram tratados ou ndo com as substancias em andlise e em
seguida foram submetidos simultaneamente ao ensaio de peritonite, por administracao i.p. de
0,5 mL de uma solucao estéril de Zymosan A (Sigma) (2 mg/mL). Apds 6 hs da inje¢do com
Zymosan A (Sigma), a cavidade peritoneal foi lavada com dois mL de uma solucio HANKS
(HBSS, livre de Ca®* e Mg*"). Em seguida foi analisado o lavado peritoneal e foi feita a
contagem total do nimero de células em camara de Neubauer, diluindo as células em 1:20 em

tripan blue. A contagem foi feita em microscopio 6tico em objetiva de 10x.

4.7. Ensaio de inducao da sindrome de artrite experimental com adjuvante

completo de Freund’s (OMOTO, 2005)

Este ensaio consistiu da administracdo de 100 pL de adjuvante completo de
Freund’s (1 mg/ml) por via intradérmica na face dorsal da pata do animal. O tempo total de
experimento foi de 21 dias. No dia 0 os animais foram pesados, as patas medidas e feita a
inducdo de artrite. A partir do 14° dia os animais foram tratados ou ndo com as substancias € o
tratamento mantido até o 21° dia. As substancias foram administradas por via oral na dose de
100 pmol/kg. A medida das patas foi realizada com um paquimetro digital (Mitutoyo). No 22°

os animais foram eutanasiados.

4.8. Ensaio de Placa Quente (KURAISHI et al., 1983)

A atividade analgésica central foi avaliada através do teste da placa quente (54 +
1,0 °C). Os animais foram colocados sobre a placa aquecida e suas respostas ao estimulo
térmico (retirada e lambida das patas traseiras ou dianteiras) foram cronometrados. Foram

feitas duas medidas controle em intervalos de 30 minutos, estabelecendo-se o tempo de ‘“cut-
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off” de 20 segundos. Feito isso, as substancias foram administradas por via oral na dose de
100 pumol/kg registrou-se os segundos que o animal permaneceu com a pata sobre a placa

aquecida. As medidas eram feitas em intervalos de 30 minutos.

4.9. Analise Estatistica

Os niveis de significancia entre os grupos experimentais e o controle foram feitos
utilizando-se ANOVA no tutorial Prisma® seguido do teste Dunnet. Os valores foram
considerados significativos quando *p<0,05 e **p<0,01, ***p<0,001. Os resultados foram

expressos como média + erro padrao da média, conforme indicado nas legendas nas figuras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. Resultados e discussao

Para a avaliacdo da atividade antinociceptiva e antiinflamatdria realizou-se ensaios
classicos tais como: ensaio de contor¢ao abdominal induzida por dcido acético a 0,1M, ensaio
de nocicep¢do induzida por formalina ensaio de edema de orelha induzido por capsaicina,
ensaio de peritonite induzida por Zymosan A, ensaio de indug¢do da sindrome de artrite
experimental induzida por adjuvante completo de Freud’s e ensaio da placa quente.

No ensaio de contor¢do abdominal induzida por dcido acético, é possivel observar
na Figura S que todas as substancias, administradas por via oral, apresentaram uma diferenca
estatisticamente significante da resposta com p<0,001 quando comparadas com o controle
positivo. Neste resultado, destaca-se o efeito de dois integrantes da série: o LASSBio-1181 e
do LASSBio-1188 que apresentaram porcentagem de inibi¢do maior que 80 %. O LASSBio-
1018 induziu inibi¢do estatisticamente significativa de 75 % da resposta. A talidomida, o
celecoxibe e a indometacina apresentaram % de inibicdo maior que 60 % da resposta. Nao
houve aumento do efeito quando se administrou a talidomida concomitante com o celecoxibe.

O ensaio de contor¢do abdominal envolve diferentes mecanismos nociceptivos
tais como: sistema simpdtico através da liberacdo de aminas biogénicas e a atuacdo das
ciclooxigenases (DUARTE et al., 1996; COLLIER et al., 1968). Neste modelo, a dor é gerada
via mediadores end6genos como bradicinina, histamina, substancia P e prostaglandinas, que
este agem por estimulacao de neurdnios nociceptivos periféricos. Estas fibras sdo sensiveis a
narcoticos, como morfina e antiinflamatérios nao-esteroidais (AINES) (COLLIER er al.,
1968). A injecdo intraperitoneal de dcido acético produz uma inflamacdo peritoneal
(peritonite aguda), que causa a resposta caracterizada pela contragdo do musculo abdominal.
Este modelo foi associado ao aumento de prostaglandinas no fluido peritoneal (DERARDT et
al., 1980). Contudo o modelo de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético, um modelo

de dor visceral, € um teste sensivel e util para o desenvolvimento de substancias com efeito
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analgésico, porém nao é seletivo para dor. Podem ocorrer resultados falso-positivos com
sedativos, relaxantes musculares e outras atividades farmacoldgicas (ELISABETSKY et al.,
1995). Estes resultados sugerem que as substincias possuem um grande potencial
antinociceptivo, uma vez que todas foram capazes de inibir a resposta nociceptiva no modelo

de contor¢do.
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Figura S - Efeito da série de derivados N-acilidrazdnicos (NAH) pirazinicos, do celecoxibe, da indometacina, da
talidomida e do protétipo LASSBio-1018, administrados por via oral na dose de 100 pmol/kg em ensaio de
nocicepc¢do induzido por 4cido acético (HAc) (6 animais). (T + C = Talidomida + Celecoxibe administrados
concomitante na dose de 50 pmol/kg, por via oral). Os dados representam a média e o erro padrdo da média

(***P<0,001 no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet) .

Para avaliar melhor o perfil antinociceptivo as substancias foram submetidas ao
ensaio de nocicepc¢ao induzida por formalina. Como mostrado nas Figuras 6A e 6B na 1° fase
do modelo apenas o LASSBio-1186 apresentou diminuic¢do estatisticamente significante do
tempo de laténcia quando comparado com o controle apenas com formalina, porém na 2* fase
quinze substancias apresentaram significativa diminuicao do tempo de lambida, destacando-se
com a maior inibi¢do, LASSBio-1181 e LASSBio-1256. Esse ensaio é constituido por duas

fases: a primeira fase que € caracterizada por intensa dor neurogénica, imediatamente apds a
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injecdo e parece ser causada pela estimulacdo de fibras-C subseqiiente a estimulacdo
periférica (estimulacdo direta de nociceptores). Por um periodo ocorre uma reducdo da
atividade nociceptiva. A segunda fase parece ser causada por mudangas teciduais e funcionais
no corno dorsal da medula espinhal e € acompanhada por liberacdo de mediadores
inflamatérios. A segunda fase ndo pode ser interpretada como conseqiiéncia da primeira fase.
E também origindria a partir de mecanismos periféricos e parece ser mediada a partir de
neurdnios sensitivos centrais devido a inflamacao periférica e também tal como a ativacdo de
neurdnios primdrios aferentes. A vantagem de usar o modelo de formalina, é que se pode
discriminar entre componentes de dor central e periférica (TJOLSEN et al., 1992) Por esta
razdo o teste de formalina é usado para avaliar a poténcia analgésica de substancias, e também
elucidar os mecanismos de analgesia na primeira (neurogénica) e na segunda (inflamatdria)
fase (revisado por HUNSKAAR & HOLE, 1987; TIOLSEN et al., 1992). A morfina, um
analgésico narcético, pode inibir ambas as fases (SHIBATA et al., 1989) e AINES por agao
supra-espinhal podem reduzir a dor em ambas as fases (MARTINDALE, BLAND-WARD
& CHESSELL, 2001). Foi bem documentado que vérios mediadores inflamatdrios tais como
substancia P e bradicinina participam da manifestacdo da resposta na primeira fase
(SHIBATA et al., 1989), quando prostaglandinas (HUNSKAAR & HOLE 1987; SHIBATA
et al., 1989), serotonina, histamina e cininas estdo envolvidas na resposta da segunda fase do
teste de formalina (TJOLSEN et al., 1992).

Estes dados sugerem que o LASSBio-1186 tem um perfil antinociceptivo, uma vez
que foi capaz de inibir 80,79 % a primeira fase da formalina e 0 LASSBio-1181 e LASSBio-
1256, com perfil antiinflamatério, induzindo uma inibicio 86,05 % e 86,5 %,
respectivamente, superior a0 LASSBi0-1018 com inibi¢do de 66, 66 %, a indometacina
padrdo de inibidor de COX ndo seletivo com inibicao de 39,08 %, e do celecoxibe padrdo de

inibidor seletivo COX-2 com 68,30 % de inibic¢ao.
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Figura 6A e 6B - Efeito da série de derivados N-acilidrazdnicos (NAH) pirazinicos, do celecoxibe, da
indometacina, da talidomida e do protétipo LASSBio-1018, administrados por via oral na dose de 100 umol/kg
em ensaio de nocicepg¢do induzido por formalina (6 animais). (T + C = Talidomida + Celecoxibe administrados
concomitante na dose de 50 umol/kg, por via oral). (1* e 2* fase). Os dados representam a média e o erro padrdo

da média (* P<0,05,** P<0,01, ***P<0,001 no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet).
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Para avaliar o efeito antiinflamatdrio, as substancias foram submetidas ao ensaio
de edema de orelha induzido por capsaicina. Como evidenciado na Figura § todas as
substancias apresentaram inibi¢do no modelo de inflamag¢do neurogénica, porém apenas o
LASSBio-1181, LASSBio-1182, LASSBio-1184, LASSBio-1188, LASSBio-1192 e
LASSBio-1193 apresentaram diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle
apenas com capsaicina (Figura 7). A capsaicina € isolada das pimentas vermelhas, e provoca
uma intensa sensac¢do de ardéncia via ativagdo de neurOnios sensoriais envolvidos com a
nocicepcao térmica. Esta, ativa prétons do receptor VR-1 que é localizado em pequenos
didmetros de neurdnios sensoriais (CATERINA et al,. 1997, TOMINAGA et al,. 1998). Esta
ativacdo resulta da ativacdo de canais de cdlcio ndo seletivos, aumentando calcio intracelular
que se d4 a partir da despolarizacdo induzida pelo sédio (SZAALAZI & BLUMBERG, 1999).
Este estimulo aumenta a liberagao de mediadores: substancia P (SP) e peptideo relacionado ao
gen da calcitonina A (CGRP) a partir de neurdnios sensoriais isolados, a partir de tecidos
periféricos, e a partir da espinha do corno dorsal (BEVAN & GEPETTI, 1994; KESSLER et
al., 1999; VASKO, CAMPBELL & WAITE, 1994), e esta liberacdo é dependente da entrada
de cdlcio na célula. Prétons também ativam canais i0nicos sensiveis a dcido e um ndmero
desses canais fica localizado em vérios tipos de neurdnios sensoriais (LINGUEGLIA et al.,
1997; CHEN et al., 1995). O papel que esses canais t€ém na inflamag¢do neurogénica nio foi
ainda estabelecido apesar de a evidéncia mostrar que estes sdo importantes na liberacdo de
transmissores. Estes dados sugerem uma possivel acdo sobre a liberacdo de mediadores

neurogénicos e/ou inflamatorios.
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Figura 7 - Efeito da série de derivados N-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos, do celecoxibe, da indometacina
administrados por via oral, na dose de 100 pmol/kg em ensaio de edema de orelha induzido por capsaicina (6
animais). Os dados representam a média e o erro padrdo da média (* P<0,05,** P<0,01 no teste de ANOVA

“One Way” seguido do teste de Dunnet).

Para avaliar se as substancias interferem na migra¢do celular foi realizado o
ensaio de peritonite induzida por Zymozan A. Neste ensaio apenas sete substancias ndo
inibiram a migracdo celular. O fdrmaco padrdao indometacina apresentou 79,37% de inibicao,
e 0 LASSBio-1180 induziu o maior percentual de inibi¢dao dentre todas as substancia testadas
(56,90%) e o protétipo LASSBio-1018 mostrou-se inativo nestas condi¢des experimentais
(Figura 8). A peritonite induzida por Zymosan A em camundongos € bem caracterizada e
largamente utilizada como modelo de inflamacdao (DOHERTY et. al., 1985) O Zymosan A ¢é
um componente insolivel de polissacarideo da parede de célula do fermento Sacharomyces
cerevisae. Entre outras acdes, o Zymosan A induz degranulacdo de célula do Sistema
Mononuclear Fagocitario e ativa macr6fagos. Quando administrado na cavidade peritoneal do
camundongo o Zymosan A, induz um extravasamento vascular aumentado, um dos sinais
primdrios de inflamacdo. Isto é um passo chave na formagdo inflamatéria de exsudato e é

seguido por um recrutamento tempo-dependente de células migratérias, especialmente
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neutréfilos. H4 muitos mediadores que coordenam os eventos iniciais da inflamagdo aguda,
tais como aminas vasoativas, prostandides, leucotrienos, quimiocinas, espécies reativas de
oxigénio, NO e citocinas. O edema € resultante do extravasamento de proteinas plasmaticas
induzido por aminas vasoativas e eicosandides. A vasodilatacio é mediada primariamente
pelo NO e prostanéides vasodilatadores. Citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-1p,
ativam a via de sinalizagdo em células endoteliais, a qual regula a expressao de moléculas de
adesdo para iniciar o recrutamento de leucdcitos circulantes e células migratdrias parcialmente
ativadas (LEITE et al., 2007). Os resultados observados neste ensaio permitem inferir que os
derivados exercem efeitos inibitdrios sobre a migracao celular, entretanto, estudos posteriores

s30 necessarios para determinar o alvo para estas substancias.
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Figura 8 - Efeito da série de derivados N-acilidrazdnicos (NAH) pirazinicos, do celecoxibe, da indometacina, da
talidomida e do protétipo LASSBio-1018, administrados por via oral na dose de 100 umol/kg em ensaio
peritonite induzida por zymosan A (6 animais). (T + C = Talidomida + Celecoxibe administrados concomitante
na dose de 50 umol/kg, por via oral). Os dados representam a média e o erro padrdo da média (¥ P<0,05,%*

P<0,01 no teste de ANOVA “One Way” seguido do teste de Dunnet) .

De posse dos resultados nos ensaios farmacolégicos de nocicep¢do e inflamagdo
aguda foi possivel identificar o protétipo mais ativo da série de N-acilidrazonicos (NAH)
pirazinicos, 0 LASSBio-1181. Para confirmar o potencial antiinflamatério de LASSBio-1181,
identificado em modelos de inflamacdo aguda, o mesmo foi selecionado para estudo em
modelo de inflamagdo cronica, a exemplo do modelo de sindrome da artrite experimental em
ratos. E possivel observar na Figura 9 que os animais controle nio apresentaram nenhuma
alteracdo na pata, no entanto os animais que receberam o adjuvante completo tiveram a
instalacdo da sindrome com intenso edema e eritema. Os resultados apresentados na Figura
10 mostram que o LASSBi0-1181 induziu inibicdo estatisticamente significante do edema da

pata em vérios dias de tratamento, bem como o farmaco padrdo, a talidomida.
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A Artrite Reumatéide é uma doenga inflamatéria cronica, multifatorial, de
natureza auto-imune, com etiologia desconhecida, caracterizada por intensa inflamac¢do com
concomitante destruicdo da cartilagem e do osso (SWELL & TRENTHAM, 1993). Sabe-se
que muitas citocinas tais como IFNy, IL-2, TNFa, e IL-1 sdo mediadores da imunidade e
atividade pré-inflamatéria que assumem papel importante no desenvolvimento da Artrite
Reumatéide (FELDMANN, BRENNAN & MAINI, 1996). Mediadores inflamatérios como
os derivados do 4cido araquidonico também participam do desenvolvimento desta patologia
(RANG et al., 2007). Neste trabalho, foi possivel identificar o LASSBio-1181, como sendo
ativo no modelo de artrite experimental, o que representa uma importante descoberta para esta

nova série.

A

Figura 9 - Pata do animal normal e animal artritico apés 14 dias de inducdo da sindrome, — eritema e edema na

pata direita do animal artritico causados pela administracdo do adjuvante completo de Freud’s.
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Figura 10- Efeito do LASSBio-1181 e da talidomida administrados por via oral no ensaio de inducdo de
sindrome de artrite experimental (100 pmol/kg,) (8 animais). Os dados representam a média e o erro padrdo da

média (* p<0,05 , **p<0,01 no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet).

Por fim, para avaliar o possivel efeito central dos novos derivados NAH-
pirazinicos os compostos foram estudados no ensaio de placa quente. O ensaio de placa
quente € usado para avaliacdo de dor central (MARCHIORO et al., 2005) no nivel supra-
espinhal (WONG et al., 1994). Nesse modelo nenhuma das substincias apresentou aumento
do tempo de laténcia, com excecao da morfina, o firmaco padrao utilizado neste ensaio. Neste
sentido, como evidenciado nos resultados ilustrados na Tabela 1, os derivados N-
acilidrazonicos (NAH) pirazinicos nao apresentaram efeitos inibitérios ao contrdrio do
farmaco de referéncia morfina.

A morfina € um potente analgésico de acdo central que produz um efeito inibitério

da resposta antinociceptiva no ensaio de placa quente. Nesse ensaio, o calor induz um efeito
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termonociceptivo cutaneo origindrio da estimulacdo de fibras do tipo C nao-mielinizadas
(FONTENELE et al., 1996). Embora o ensaio de placa quente seja comumente utilizado para
avaliar analgésicos narcoticos, outras drogas incluindo relaxantes musculares, sedativo e
psicomiméticos também mostram atividade neste ensaio (ABBOUTT & MELZACK, 1982;
FRANZOTTI et al., 2000). Em contraste com os efeitos inibitérios de nocicep¢ao central da
morfina, AINEs de modo geral ndo demonstram efeitos inibitérios significantes na
nocicepcao térmica (Tabela 1). A auséncia de atividade antinociceptiva central encontrada
para os derivados NAH pirazinicos e seu protétipo LASSBio-1018, sugerem um perfil de

acdo mais proximo aos AINEs.

Tabela 1 - Efeito da série N-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos, talidomida, celecoxibe e do protétipo
LASSBi0-1018 na dose de 100 pmol/Kg administrados por via oral, no ensaio no ensaio de placa quente (6
animais). A morfina foi administrada na dose de 15 pmol/kg, por via i.p. Tempo em segundos que o animal
permaneceu sobre a placa.

Substancia Pré- Tempo 60 Tempo 90 Tempo 120 Tempo 150
tratamento

Controle 6,1 £0,55 4,91+ 045 5,88 £0,83 5,6 £0,53 5,05+0,4
Morfina 6,95 £ 0,40 12,8 +0,40* 10,3 +0,80* 9,70 £0,70* 9,70 £0,95*
Talidomida 4,4+047 4,83 +0,68 7,54 +1,07* 6,8 +0,93 5,87 £0,64
Celecoxibe 4,05 +£0,30 5,47 £0,55 5,66 + 0,86 4,44 +0,70 3,76 £ 0,80
T+C# 3,12+0,36 4,08 £0,27 6,87 £0,7 5,42 +1,34 2,93 +0,41
LASSBio-1018 3,33 +0,97 4,60 £ 0,76 4,97 £ 1,07 5,42 +0,81 4,29 +0,44
LASSBio-1180 3,29 £0,51 2,36 £0,54 3,01 £0,61 4,40 £0,72 3,17 £ 0,69
LASSBio-1181 3,88 +£0,56 4,05 £0,93 4,81 +0,93 4,27 +0,63 5,33 +£1,02
LASSBio-1182 6,17 +£0,80 2,65 + 0,66 3,17 £0,66 3,45+0,91 4,38 £0,72
LASSBio-1183 3,08+0,44 1,96 £ 0,97 4,04 £ 1,20 1,96 £ 0,37 4,71 £0,60
LASSBio-1184 3,75 +0,77 4,81 +1,02 4,19+0,95 6,28 +1,12 3,84 +0,80
LASSBio-1185 2,96 + 0,64 3,12 +£0,46 3,39 £0,66 5,32 £ 0,94 3,99 + 0,68
LASSBio-1186 4,73 +0,63 399 +1,14 5,21 +0,43 6,41 +1,34 521 +1,24
LASSBio-1187 3,11 £0,48 2,76 £0,678 3,36 £0,90 3,41 +0,38 543 +1,54
LASSBio-1188 3,01 £0,31 2,49 +0,88 3,48 +0,64 6,23 +1,23 4,23 +1,17
LASSBio-1189 4,07 +0,29 3,48 +£0,33 3,23 +£0,63 5,42 +0,72 4,47 +0,85
LASSBio-1190 3,39 £ 0,67 2,84 +0,94 3,48 +0,84 4,37 £0,69 454 +1,13

LASSBio-1191 2,78 £0,49 2,75 +£0,476 3,48 £0,84 4,04 + 0,66 4,54 +1,13
LASSBio-1192 4,43 +£0,80 3,73 +£0,99 6,24 +0,76 5,62 +1,32 6,58 £1,76

LASSBio-1193 3,94 +£0,64 3,15+£0,92 3,87 +0,53 2,45 +0,69 3,99 £0,54
LASSBio-1194 2,95 +0,78 3,16 £0,56 544 +1,11 4,95 £1,13 4,90 +1,20
LASSBio-1243 6,75 +1,36 437+1,14 4,23 £1,31 3,99 +£0,63 5,15 +0,68
LASSBio-1244 5,31 +0,84 3,35+0,64 4,67 £0,76 5,19 £0,82 4,65+1,17
LASSBio-1256 3,95 +0,67 4,38 £1,61 4,90 +1,05 6,00 £ 0,98 3,52+1,13

LASSBio-1257 5,53 £1,05 4,70 £1,33 4,770 £ 1,16 5,27+1,27 6,51 £1,32
LASSBio-1269 3,34 +£0,69 2,44 + 1,00 4,35+1,08 4,50 £ 0,81 2,97 0,65

LASSBio-1270 6,09 +£0,73 4,65 £0,95 5,39 £ 0,84 4,83 £0,81 3,08 £0,70

*p<0.05 (ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet).
#(T + C = Talidomida + Celecoxibe administrados concomitante na dose de 50 pmol/kg, por via oral)
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De um modo geral, a série de derivados NAH-pirazinicos estudados podem ser
agrupados em 6 grupos de acordo com a natureza do grupo ligado a fung¢do imina (N=CH), a
saber: 1) NAH-pirazinicos com substituintes oxigenados (e.g. LASSBio-1180 a LASSBio-
1187); 2) NAH contendo o nicleo cromona (e.g. LASSBio-1181 e LASSBio-1256); 3) NAH-
pirazinicas com substituintes basicos (e.g.; LASSBio-1189 e LASSBio-1269); 4) NAH com
grupos elétrons-retiradores (e.g. LASSBio-1193 e LASSBio-1194); 5) NAH com substituintes
elétrons-doadores (e.g. LASSBio-1244 e LASSBio-1270); NAH aromatica nao substituidas
(e.g. LASSBio-1190, LASSBio-1191 e LASSBio-1192).

Quando comparado o perfil de atividade encontrado para as NAH-hidrazonas do
grupo 6, observa-se que o aumento da lipofilicidade, alcancado mediante o aumento do
numero de elétrons T nos derivados contendo a fenila (6 elétrons m; LASSBio-1243), bifenila
(12 elétrons ; LASSBio-1191), naftila (10 elétrons 7; LASSBio-1190) resulta num aumento
da atividade bioldgica. Entretanto, este aumento ndo € linear e a troca do anel fenila por um
sistema antraceno (14 elétrons 7; LASSBio-1192), resulta em decréscimo da atividade. Este
fato pode ser decorrente de um eventual efeito estérico impossibilitando ou prejudicando o
reconhecimento de LASSBio-1192 por seu biorreceptor hipotético, haja vista, que para este
derivado observa-se o aumento simultdneo da lipofilicidade e do volume molecular, quando
comparado aos demais compostos do grupo 6.

A andlise comparativa dos resultados obtidos com as NAH pertencentes aos
grupos 4 e 5, indica que para a atividade anti-edematogénica € positivamente influenciada por
grupos elétron-retiradores ligados ao anel fenila da funcdo imina (N=CH), sendo a
substituicdo com o grupo trifluorometila (CF3) mais favordvel que a substitui¢do pelo grupo
nitro (NO,). Este achado pode ser em parte explicado pela maior contribui¢io a
lipossobulidade do grupo CF; quando comparado ao NO,. Por outro lado, nenhuma diferenca

significativa foi encontrada entre o perfil de atividade antinociceptiva periférica dos derivados
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NAH dos grupos 4 e 5, sugerindo que para esta atividade em particular haja uma contribui¢ao
equivalente para grupos doadores e retiradores de elétrons.

Para os derivados NAH do grupo 3 observa-se que a presenca do substituinte de
natureza bdsica ligada a funcdo imina (N=CH), representado pelos anéis 2-piridina e 4-
piridina contribuem favoravelmente para a atividade antinociceptiva, sendo prejudiciais a
atividade antiedematogénica nas condicdes de screening utilizadas neste trabalho.

Os derivados contendo o nucleo cromona (LASSBio-1188 e LASSBio-1256),
pertencente ao grupo 2, apresentaram elevada percentual de inibicdo das contor¢des
abdominais induzidas por 4cido acético e da segunda fase da hipernocicep¢do induzida pela
formalina. Estes resultados revelam a importancia da subunidade cromona na agdo
antinociceptiva de LASSBio-1188 e LASSBio-1256. Esta subunidade contribui, ainda, de
forma significativa para a atividade antiedematogénica de LASSBio-1188 e perda de
atividade antiinflamatoéria no modelo de edema para LASSBio-1256 pode ser atribuida a troca
do anel pirazina de LASSBio-1188 pela unidade 3,4,5-trimetoxifenila em LASSBio-1256,
indicando o carater farmacoférico da unidade heteroaromadtica (i.e. pirazina).

Finalmente, a andlise dos resultados farmacolégicos encontrados com o0s
derivados NAH do grupo 1, mais numerosos dentre a série estudada, revelam que dentre os
compostos oxigenados — através da presenca de grupos hidroxilas e/ou metoxilas —
LASSBio-1181, contendo a unidade 3.4,5-trimetoxifenila ligada a fun¢do imina (N=CH) do
grupo NAH, foi o mais promissor como candidato a protétipo de AINEs. Este resultado, que
demonstra a maior atividade do derivado trimetoxilado, quando comparado aos andlogos
dimetoxilado (LASSBio-1184), metilenodioxila (LASSBio-1180), 4-hidroxi-3-metoxila
(LASSBio-1182), 3-hidroxi-4-metoxila (LASSBio-1183) ou hidroxilados nas posi¢des para
(LASSBio-1185 e LASSBio-1187) ou orto (LASSBio-1186), revela que a otimizagcdo do

perfil de acdo analgésica e antiinflamatério ndo depende da presenca do grupamento
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hidroxila, e considerando que metoxilas e hidroxilas sdo ambos grupos doadores de elétrons
pode-se inferir que a maior contribuicdo destes grupamentos para o reconhecimento
molecular com o biorreceptor hipotético dependa da capacidade em funcionar como grupo
aceptor (i.e. metoxilas) ou aceptor/doador (i.e. hidroxilas) de ligacdes de hidrogénio, além de
contribuir para o aumento da densidade eletronica sobre o anel aroméatico em que encontram-
se ligados, favorecendo interagdes hidrofébicas com o biorreceptor. Neste contexto,
LASSBio-1181 destaca-se por apresentar trés grupos metoxilas que potencializam as
contribuicdes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio com o biorreceptor.

Contudo, ressalta-se que a relagdo estrutura-atividade (SAR) tracada no contexto
desta dissertacdo € preliminar, haja vista que se encontra baseada em resultados de percentual
de inibicdo e ndo na poténcia relativa dos compostos testados in vivo por via oral. Ademais,
ressalta-se que o estabelecimento da SAR com base em dados bioldgicos gerados a partir de
ensaios in vivo estd sempre sujeito a interferéncia/influéncia de efeitos farmacocinéticos e,

portanto, deve ser tracado e utilizado com cautela.

60



Cupertino-Silva, Yolanda Karla. Avaliagdo da atividade antinociceptiva e antiinflamatoria de novos derivados n-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos.

6. CONCLUSOES

61



Cupertino-Silva, Yolanda Karla. Avaliagdo da atividade antinociceptiva e antiinflamatoria de novos derivados n-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos.

6. Conclusoes

Como evidenciado nos modelos utilizados para a realizagdo deste trabalho, a série
de derivados N-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos é capaz de modular a resposta
antinociceptiva e antiinflamatéria aguda e cronica, podendo servir como protétipos de
farmacos antinociceptitvos e/ou antiinflamatérios totalmente originais e inéditos. Dos 21
compostos da série, 0 LASSBio-1181 foi o mais ativo nos modelos aqui apresentados. Este
composto também se mostrou bastante no promissor em modelo de inflamacdo cronica de
maneira que este derivado pode representar um importante modelo molecular para o desenho

de novos candidatos a farmacos antiinflamatérios com padrao molecular original.
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7. PERSPECTIVAS

63



Cupertino-Silva, Yolanda Karla. Avaliagdo da atividade antinociceptiva e antiinflamatoria de novos derivados n-acilidrazonicos (NAH) pirazinicos.

7. Perspectivas
+ Dosagem de TNF-a em células mononucleares de sangue periférico (PBMC)

estimulados com LPS

4+ Dosagem de NO em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) estimulados

com LPS

+ Avaliacdo antitumoral em diferentes linhagens tumorais
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