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RESUMO

A inflamac&o € um processo complexo iniciado paiogafatores como patdgenos,
danos fisicos, isquemia, injurias téxicas ou autmies, e tem como finalidade proteger
o organismo. E um evento que envolve o reconhe¢ordm agente ou estimulo lesivo
envolvendo a infiltracdo de leucdcitos para a @g@lminando com a remocdo do
estimulo e o retorno tecido ao estado de homeostéise dos sinais clinicos da
inflamacédo € a dor decorrente da estimulacéo Oeassfisensoriais, dando origem a dor
inflamatodria. Neste estudo, nos propomos a avaiatividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva de novos derivados isoxazolinahadiazonas e determinar as
concentragcdes de NO no exsudato inflamatoério deaisitratados com 0os compostos
em estudo. Foram realizados testes para a vedficdgs atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva como: método do bolsdo de ar sépeat edema de pata induzida por
varios agentes flogisticos; pleurisia induzida pamragenina; permeabilidade vascular
induzida por acido acético; determinacdo dos nigeisNO; nocicepcado induzida por
acido aceético e alodinia mecanica induzida poraggmina. Desta forma, pretende-se
identificar uma alternativa eficaz para o trataroatd inflamacéo e da dor inflamatoria,
com provavel diminuicdo dos efeitos adversos. Ntetdo bolsdo de ar, os derivados
R-99 e R-123 apresentaram resultados significateiostodas as doses testadas. O
farmaco utilizado como padrao foi a Indometacinand/kg e 63,3% de inibicdo). No
teste da pleurisia induzida por carragenina ast&obtiss também inibiram a migracéo
leucocitaria, R-99 (81,9%) e R-123 (79,7%), emg&baao grupo controle. Em relacdo
a determinacdo dos niveis de NO todas as dosesldsshpresentaram significante
inibicdo na concentracdo de 6xido nitrico quandoparados com o grupo controle no
modelo de bolséo de ar. No edema de pata o deriRe@® apresentou atividade tanto
sobre as prostaglandinas quanto a histamina, aficaera inibicdo do edema nos
modelos induzidos por carragenina, dextrana erhistg enquanto que o derivado R-
123 agiu sobre aminas vasoativas, pois apresentbicdo do edema nos modelos
induzido por dextrana, histamina e serotonina. Maicep¢do induzida por &cido
aceético, as substancias apresentaram inibicdo menoide contor¢cdes em relacdo ao
grupo controle, R 99 (68,0%) e R 123 (69,4%); aléen apresentaram atividade
antinociceptiva no teste de alodinia mecéanica. &#&sima, os resultados indicam que
os derivados isoxazolina-acilhidrazona deste estagoesentam atividades anti-
inflamatoria e antinociceptiva promissoras.

Palavras-chave:Atividade Anti-inflamatoria, Atividade Antinocicéipa, Isoxazolinas,

Acilhidrazona.



ABSTRACT

Inflammation is a complex process initiated by @as factors such as pathogens,
physical damage, ischemia, toxic or autoimmunerypjand is aims to protect the
organism. It is event that involves recognition tbe agent or harmful stimulus
involving leukocyte infiltration to the site culnating in removal of the stimulus and
the tissue returns to a state of homeostasis. Tihiead signs of inflammation is pain
caused by stimulation of sensory fibers, also daiteinflammatory pain. In this study,
we propose evaluate the anti-inflammatory and antoeptive activities of new
isoxazoline-acilhidrazonas and determine the camagons of NO in the inflammatory
exudate from animals treated with these compouhests were conducted to verify the
antinociceptive and anti-inflammatory activities asethod of subcutaneous air pouch;
paw edema induced by several phlogistic agentsragaenan-induced pleurisy;
vascular permeability induced by acetic acid; deiteing of NO levels; nociception
induced by acetic acid, and mechanical allodyn@guaed by carrageenan. Thus, we
intended to find effective alternatives for the atreent of inflammation and
inflammatory pain, with a possible reduction in exbe effects. In air pouch test,
derivatives R-99 and R-123 showed significant tssa all tested doses. The standard
drug was Indomethacin(10mg/kg and 63.3% inhibjtiom carrageenan-induced
pleurisy the substances also inhibit leukocyte atign, R-99 (81.9%) and R-123
(79.7%) compared to the control group. Determimatd NO levels in all tested doses
showed significant inhibition at a concentration rofric oxide compared with the
control group in the model air pouch. In the pawraed assay, derivative R-99 showed
activity on both prostaglandins and histamine, einerify the inhibition of edema
induced by carrageenan, dextran and histamine,eabethe derivative R-123 acts on
vasoactive amines, since it showed inhibition oé tedema induced by dextran,
histamine and serotonin. In nociception induce@dstic acid, the substances showed a
reduction in number of writhings in the control gpp R 99 (68.0%) and R 123
(69.4%); they also showed antinociceptive actitynechanical allodynia test. These
results indicate that the isoxazoline-acylhydrazatexivatives studied here have
promising anti-inflammatory and antinociceptiveiates.

Keywords: Activity Anti-inflammatory, antinociceptive, isoxalines, acylhydrazone.
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1. INTRODUCAO

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) ciinetn um grupo
heterogéneo de moléculas com propriedades ardniafiorias, analgésicas e
antipiréticas eficazes, porém € elevada a incidédeos efeitos colaterais devido ao seu
uso continuo. Entretanto, a medida que a fisiopgtaldos processos inflamatdrios é
elucidada surgem diversas estratégias para desaatemnovos farmacos dirigidos ao
controle de mecanismos especificos na respostamatbria (MALTA, 2011). A
atividade farmacologica dos AINES esté relaciorama a supressdo da biossintese das
prostaglandinas pelo acido araquidénico atravémithécdo da enzima cicloxigenase
(COX). Com o uso cronico dos AINES um efeito adegreoeminente € a formacéo de
Ulceras gastricas, esse efeito colateral pode teguado com o uso de um anti-
inflamatdrio que além de inibir a COX também atobre a 5-lipoxigenase (5-LOX)
(RAJAK; KHARYA; MISHRA, 2007).

A inflamacao é uma resposta provocada por patégelanss fisicos, isquemia,
injurias téxicas ou autoimune com a finalidade detqmer o organismo. E um evento
complexo que envolve o reconhecimento do estinesivd, para que posteriormente
seja destruido e, entdo, o tecido danificado rengds. Quando esse balango entre
inflamacédo e restauracdo tecidual é quebrado, @@ desenvolvimento de doencas
inflamatadrias cronicas e auto-imunes, tais comadag inflamatorias intestinais, artrite
ou asma (SZELES, 2007).

O termo inflamacao deriva do latim “inflammatio” ejsignifica “atear fogo”.
Celsius descreveu had mais de 2000 anos os quatais Stardinais principais da
inflamacédo: orubor e ocalor (sdo resultados de um aumento da circulacéo raa are
inflamada, esse aumento deve-se a hiperemia, caderhmaior afluxo de sangue
arterial), oedema(decorre do aumento da permeabilidade vascula)Ja (causada
pela irritacdo quimica nas terminacdes nervosa®l@ gompressdo mecéanica). No
século XIX, Virchow acrescentou o quinto sinal dlamacéao, gperda da funcdodos
orgaos (consequéncia de uma série de fatores, i@lepeate do edema e da dor).
Quando o processo reparatorio se completa natungdme processo inflamatério em si,
e 0s sinais da inflamacao tendem a desaparecer Il B)EOTRAN, KUMAR et al.,
2005).
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A dor, um dos quatro sinais cardinais da inflamad&corre da estimulacéo das
fibras sensoriais, dando origem a uma sensacagrdesael que tem como funcéo a
protecdo do organismo. Ela é classificada comoceptiva, inflamatdria, neurogénica
ou neuropdtica, podendo também ser determinadaaldcacom a sua duracdo, em
aguda ou cronica. A dor aguda esta associada carlasdio recente, ativacao direta ou
indireta dos nociceptores e pode desaparecer adonantes da cura do dano tecidual
(KASSUYA, 2006). Por outro lado, a dor cronica pqekrpetuar-se por meses ou anos,
caracterizando-se em relacdo a persisténcia eem@es adaptativas, o que muitas
vezes dificulta o tratamento (BESSON, 1999).

Encontrar substancias com maior eficacia e comab#ixicidade levam os
pesquisadores a uma busca incansavel por novosadasmEntre os métodos de
pesquisa, 0s processos de modificacdo moleculdr exsire os mais promissores
(BARREIRO et al., 2002; AMARAL; MONTANARI, 2002).

Grandes vantagens sao verificadas durante o pfaapja e desenvolvimento de
farmacos pré-existentes. Elas decorrem, entre ®tdtores, do prévio conhecimento de
suas acOes terapéuticas e reacOes adversas, etivespenecanismos de acao, bem
como mecanismos farmacocinéticos. Anéis hetercoglestdo presentes em diferentes
tipos de compostos orgéanicos, 0s quais podem agpeesdiferentes bioatividades.
Dentre os sistemas heterociclicos podem ser déstaies isoxazolinas que apresentam
atividade bactericida, fungicida, anti-inflamatogaantiviral (GAONKAR, 2007). As
isoxazolinas fazem parte de uma interessante ctlessempostos heteropentacicliclos.
A sintese de novas moléculas contendo esse hele@odonstitui uma importante area
de investigacdo devido ao seu potencial aplicativodiversas areas do conhecimento
cientifico (TAVARES, 2010).

O anel 2-isoxazolina possui atividades biolégicasne bactericidas e
fungicidas, atividade farmacoldgica, com destagara ps anti-inflamatorios e anti-
cancer, e também atua como herbicida (DUPLANTIERIet2001; BASAPPA et al.,
2004; HWANG et al.,, 2005; ALAM et al, 2011; KAMALet al.,, 2011;
RAJANARENDAR et al., 2012; KHAZIR et al., 2013).

O composto estudado por nosso grupo possui 0 nisdeazolinico, além da
funcéo acilhidrazona. Essa fungéo pertence a uasselde moléculas que vem sendo
estudadas com afinco devido as suas diversas edaplkes farmacoldgicas. Na
literatura encontram-se relatos de propriedadedgésiaas, anti-inflamatérias e

antitrombdéticas (BARREIRO et al., 2002). Os mecawis de acdo desses compostos
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podem envolver a inibicdo de enzimas pré-inflamasdcomo as cicloxigenases (COX)
e b5-lipoxigenase (5-LOX) (HIGGS; VANE, 1983). Alguntrabalhos também
demostraram atividades antitumoral e antiviral (ROBI; SHALABY; EL-
DEMELLAWY, 2003).

A conjugacdo de -caracteristicas estruturais definide dois compostos
bioativos distintos, em uma nova molécula, repr@sen estratégia de hibridizacao
molecular de um composto prototipo (REIS et all,130Todavia, apesar do avanco no
conhecimento da fisiopatologia da inflamacao, deedade de substancias, e do avanco
nas terapias para o controle da dor e da inflamagd@a existéncia de medicamentos
eficazes (como os coxibs), atualmente nédo dispodesnedicamentos que sejam

eficazes, potentes e apresentem minimos efeitatecais.
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2. JUSTIFICATIVA

Os anti-inflamatoérios s&o farmacos utilizados nataimento e alivio dos
sintomas de uma série de doencas inflamatoérias,ctano artrite reumatoide, febre
reumatica, osteoartrite, lupus eritomatoso, demras. O mal que as doencas
inflamatorias cronico-degenerativas causam a pgQfal@ os relatos na literatura que
atribuem efeitos adversos a alguns anti-inflamesomé&o esteroidais justificam a
importancia de buscar novos farmacos anti-inflanzgo

O desenvolvimento na area da sintese organica qmiopou o aumento de
substancias sintéticas que sao utilizadas no cenpegvencao e controle de doencas
infecciosas e crbnico-degenerativas, prevenindoimasseu agravamento e
proporcionando um aumento no tempo da sobrevidec&o de doencas terminais
(GORDON et al., 1994).

Os compostos que possuem anéis pentagonais comteisdoeteroatomos como
0 nitrogénio e o oxigénio na sua estrutura aprasemmnportante funcéo na sintese de
novos farmacos, por exibirem diferentes atividadlevido a alteracbes que o
heterodtomo causa nas propriedades estruturaist®nétas da molécula. Os anéis
isoxazolinicos possuem atividades biologicas coractdnicidas e fungicidas, anti-
inflamatorias e anti-cancer (BASAPPA et al.,, 200ALAM et al., 2011;
RAJANARENDAR et al., 2012; KHAZIR et al., 2013).

Por outro lado, acilhidrazonas faz parte de umsaselale funcionalidades que
vem sendo estudadas com afinco por apresentargmmgutades farmacoldgicas como
analgésicas, anti-inflamatorias e antitromboti@&SRREIRO et al., 2002).

Neste contexto podemos ressaltar a importancia algugacdo de dois
compostos bioativos distintos, em uma nova molécotao candidato a protétipo para
desenvolvimento de farmacos para o alivio ou trateamdos sintomas da inflamacéo e

da dor.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Propriedades Biol6gicas das Isoxazolinas

Compostos heterociclicos sdo de particular insere&sn quimica medicinal. A
quimica de compostos heterociclicos € um dos ranas complexos da quimica e a
sua aplicacdo é encontrada em diversos campos im@dicina, agricultura, polimeros,
e varias industrias. Drogas sintéticas heteroeiglgdo usadas como anticonvulsivantes,
anti-sépticos, anti-cancer, antivirais e anti-lmgtacos (MISHRA, 2011).

Os compostos organicos que possuem anéis pentagmmaendo dois ou mais
heteroatomos como nitrogénio, oxigénio, selénio enxofre na sua estrutura
apresentam uma fung&o importante na sintese des fiénroacos (Figura 1). Diferentes
atividades sdo apresentadas por esses compostrscog)devido a alteracdes que o
heteroatomo causa nas propriedades estruturaetirérétas da molécula por conta da
presenca de pares de elétrons e da diferencatdenelgatividade entre o heteroatomo e
o carbono na estrutura ciclica levando a novas rigagdes fisico-quimicas e
reatividade, as quais podem ser exploradas narnaggmade compostos organicos com
propriedades especificas (TAVARES, 2010).

isoxazolidina 1soxazol 2-tiazolina 1.4.2-oxaselenazol

2-isoxazolina

Figura 1: Exemplos de heterociclicos pentagonais.

O anel isoxazolinico é um representante importdoteyrupo dos ciclos 1,2-
azois. Tem como caracteristica a presenca de dtésodtomos, um atomo de oxigénio
na posicdo 1 e um atomo de nitrogénio na posigdm &nel, com uma insaturacsif
entre a ligacdo N — C (Figura 1) (TAVARES, 2010).

A sintese de moléculas com potencial aplicacdo eershs areas da quimica
organica leva em consideracdo os grupamentos ifatdess espécies envolvidas na

cicloadicdo. Os intermediarios contendo o aneldagokna com grupos laterais reativos
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possibilitam uma variedade de transformacfes ems ss@ruturas, possibilitando a
sintese de novas moléculas (DUPLANTIER et al., 20BASAPPA et al., 2003;
BASAPPA et al., 2004; HWANG et al., 2005; PARK &t 2006; TAVARES et al.,
2009; ALAM et al., 2011; DALLANOCE et al., 2011; KAAL et al., 2011; KHAZIR
et al., 2013) (Figura 2).

Liquidos
. |

Anti-cancer
Atividade Anti-
Nociceptiva

Atividade
Anti-Inflamatoria

Atividade Anti-
Microbiana

Figura 2. Potencias aplicagbes dos compostos contendo dgsamakolina.

3.2. Propriedades Bioldgicas das Acilhidrazonas

Moléculas contendo a funcéo acilhidrazona vém sesticdadas devido as suas
diversas propriedades farmacoldgicas. Na literat@acontram-se relatos de
propriedades analgésicas, anti-inflamatorias eteoriboéticas (FRAGA et al., 2000;
BARREIRO et al., 2002; CUNHA et al., 2002; LIMA &k, 2008; AVILA et al., 2010;
UNSAL-TAN et al., 2010; SILVA et al., 2010; HERNANEZ et al., 2012a). Os
mecanismos de acdo destes compostos podem enwolvébicdo de enzimas pro-
inflamatorias como as COXs e a 5-LOX (HIGGS; VANES83). Alguns trabalhos
também demonstram atividades antitumoral e anti¢ireAN et al., 2009; JIN et al.,
2010; CUI et al., 2010). Derivados acilhidrazénitambém sdo candidatos a farmacos
contra doencas negligenciadas como tuberculoseicdode Chagas e leishmaniose
exibindo excelentes indices de seletividade (CARMALet al., 2012; HERNANDEZ
et al., 2012b), além de apresentarem atividadéastériana e antimalarica (MELNYK
et al., 2006; WANG et al., 2012; JIN et al., 2012).
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Figura 3: Estrutura basica da funcao N-acilhidrazona.

3.3. Fisiopatologia da Inflamacéo

A inflamacdo é uma reagdo complexa envolvendo coemtes celulares e
moleculares. E uma resposta inespecifica a umassieespecifica. O agente
responsavel pela agressao pode ser de naturezecauiisica ou biologica (ZHOU et
al., 2007). A reacgéo inflamatoria envolve o recamniento do estimulo lesivo, para sua
posterior destruicdo e tentativa de reconstrugamdb danificado (NATHAN, 2002). O
reconhecimento desencadeia a ativacao e a amgdibiado sistema imune resultando na
ativacdo de células e na liberacdo de diversosaners responsaveis pela resposta
inflamatoria. No entanto, se a destruicdo do agagtessor e 0 processo de reparo nao
ocorrem de maneira eficiente e sincronizada, aostapgnflamatoria pode levar a uma
leséo tecidual persistente, induzida pelo acumaltedcdécitos e colageno, entre outras
substancias que podem ser prejudiciais ao organ{®dHAN, 2002). Quando a
resposta inflamatoria € excessiva e prolongada pod® a diversas desordens que
resultam nas patogéneses mais prevalentes, comumess;as reumaticas, diabetes,
doenca de Alzheimer e aterosclerose (SERHAN; CHIAR®A4).

O processo inflamatorio é orquestrado por umaagée entre mediadores da
inflamacéo e células inflamatorias (SACCA; CUFF;RLLE, 1997). A caracteristica
mais classica da inflamacdo aguda € a vasodilatagé® € produzida por diversos
mediadores como: Histamina (His), ProstaglandingFE2E?2), InterleucinafL(IL-1p),
oxido nitrico (NO), dentre outros. Primeiramenteagodilatacdo € mediada pelo NO e
prostaglandinas vasodilatadoras (PGE2 e PGI2). Oé&N@oduzido a partir da L-
arginina através da acdo da oxido nitrico sintdd®S). Os leucocitos ativados
produzem NOS induzivel (INOS) depois da exposicapr@dutos microbianos e
citocinas pro-inflamatorias (VALLANCE; CHAN, 200CHIU et al., 2011)
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O edema é provocado por fluxo de proteinas, eiietséé agua (exsudato) do
leito vascular para o intersticio como resultadoaddo de mediadores como a His,
bradicinina (BK), leucotrienos B4 (LTB4), substéané& (SP), componentes do sistema
complemento e fator de ativacédo plaquetaria (PAENZLINGER et al., 1985). Estes
mediadores favorecem o aumento da permeabilidaseula ao plasma e proteinas
(ARYA; KUMAR, 2005).

A vasodilatacdo e o edema vém acompanhados denakzgao leucocitaria,
adesédo e migracdo. O processo de migracdo de filestdp espaco intravascular para
0 intersticio ocorre a principio nas vénulas pgstaees da circulacdo sistémica e
capilares. Os eventos celulares sdo marcados qidia das células circulantes da luz do
vaso e a migracdo de leucdcitos (principalmentdré@os e mondcitos) para o sitio
inflamatorio. Esse fendmeno segue algumas fases:amtamento dos leucocitos pelo
endotélio, adeséo firme, transmigracédo ou diapedegeimiotaxia (Figura 4). Todas
estas etapas do processo de migracdo leucociridependentes da expressao pelos
leucdcitos e pelas células endoteliais de moléaldemminadas moléculas de adesao
(selectinas que sdo formadas por trés proteinasdeEtima, P-selectina e a L-selectina,
as integrinas, as imunoglobulinas e as caderidashediadores quimiotaticos (como a
interleucina-8 (IL-8), o fator do complemento C5a d.TB4) (KELLY; KWANG;
KUBES, 2007; BILATE, 2007).

O

Diapedese

\ Rolamento Adesio

Paracelular Transcelular

Vaso sanguineo

Célula endotelial =le = <)

| Fonte: modificado de Nourshargh, Hordijk, Sixt (2010)

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 4: Migracdo de neutrofilos. Para alcancar o foco mé#drio, os neutréfilos da corrente
sanguinea sdo ativados e realizam o processoataaoto, adesao e diapedese. Uma vez atingidao siti

da inflamacéo, os neutréfilos fagocitam e destrasrhactérias.
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Os leucdcitos circulantes migram seletivamente enémero significativo para
o tecido inflamado no decorrer do processo. Em wasposta inflamatoéria aguda ha
acumulo predominante de neutréfilos, enquanto quecé&ulas mononucleares sao
observadas mais tardiamente, bem como nos proc&séogos. A migracdo de
eosindfilos também pode ocorrer em processos iafi@rnos, estando principalmente
associada a processos alérgicos e infec¢des paisitAlgumas das células envolvidas
ja estao presentes no tecido afetado tais comotaséndoteliais, células mesoteliais,
mastocitos, eosinofilos, macrofagos e alguns litddc (FRANCISCHETTI et al.,
2010).

3.3.1. Inflamagéo Aguda

O processo inflamatério agudo pode durar minutosgashou dias, independe da
natureza do agressor e apresenta resposta seraedhestimulos distintoSIQUEIRA-
JUNIOR; DANTAS, 2000) A resposta inflamatdria aguda é dividida em diaass: a
primeira fase (0-1 hora), que ocorre imediatameapés um estimulo agressivo,
caracteriza-se pela liberacdo de histamina e senatoa segunda fase, fase tardia da
inflamacg&o aguda (5-6 horas apoés a lesdo), é dafipela liberacdo de bradicinina e
prostaglandinas onde ha acumulo de células inflamaat no local lesionado
ocasionando migracdo de neutréfilos e formacgaoxdadato, finalizando assim que o
estimulo causador da injaria for removido e a Hgéo de mediadores quimicos
envolvidos nesse processo seja inibida (GARCIA-PBRet al,1999; ZHANG, 2008).

O objetivo da inflamacdo aguda € servir como apddedefesa para o organismo,
localizando a regido afetada, para eliminar o @&gegressor e remover os tecidos
degenerados, preparando a &rea lesada para repaabgé de envolver uma série de
eventos celulares e vasculares dinamicos, bem ecadds que dependem da chegada
de leucacitos inflamatérios para o local da lesd®VESKARI, 2003).

3.3.2. Inflamacé&o Cronica
A inflamacao crénica ocorre quando ha um estimglessor persistente, que

ocasiona uma destruicdo continua dos tecidos,titeagade cicatrizacdo por reparo
fibroso além de respostas auto-imunes (ZHANG; CAGANG, 2009).
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A inflamacdo crbénica se prolonga por periodos bemisnextensos que a
inflamagcdo aguda e esta associada com alguns poscespecificos de alteracfes
histoldgicas, como fibrose e necrose do tecidadtetproliferacdo de vasos sanguineos
e a participacdo de linfocitos e macrofagos (FERRREILORENZETTI; POOLE,
1993).

Ocorrendo uma injdria, os mediadores do procedtaniatério sdo produzidos
e liberados no local onde se deflagrou o proc&3sanacréfagos sao responsaveis pela
sinalizacao do local onde ha material estranhoee@id através destes mediadores que
irdo atrair as células circulantes (leucocitos molifonucleares, macréfagos,
eosinofilos, linfocitos), que apresentam um papehpldicador no processo
inflamatdrio. A fase crénica, que ocorre no periddomeses a anos, caracteriza-se por
um acentuado aumento na producdo de mediadoresnatfbrios (ZHANG; CAO;
ZHANG, 2009).

Outras substancias também séo responsaveis poemaaammplificar o processo
inflamatdrio, como a serotonina, histamina, bramdi@, os metabdlitos do &cido
araquidonico, citocinas, NO e neuropeptideos. Asstpglandinas e leucotrienos sao
responsaveis por atrair e recrutar macrofagos (qtaxia), que por sua vez fagocitam
os leucocitos polimorfonucleares, com a consequaimenacdo dos agentes agressores
da inflamacéo. A ativagdo de macrofagos e linfécifopermite o estabelecimento de
uma resposta imune especifica (ZHANG; CAO; ZHANGOD.

3.3.3. Mediadores da Inflamacgéao
Os fenbmenos da inflamacdo sdo mediados por seiEtéquimicas, cuja

interacdo € complexa. Elas sé@o oriundas do plaEmejcitos, plaguetas, endotélio e

tecido conjuntivo (Figura 5).



34

Celulares
s MediadoresPré- Histamina
d Formadosnos { Serotonina
Granulos Secretores Enzimas Lisossomais
Sintetizados de novo Prostaglandinas
Leucotrienos
| PAF
NG
Citocinas

Arivagaodofator Xil | Sistema dasCininas{Bradicinina)
pLasua ¢ (FatordeHageman) | SistemadeCoagulacdof Fibrinolitico

'| - AtivagBodoSigema [ €32 | anafilatoxinas
l . Complememo C5a
t Figado | C3b

. 1 A
(KUMAR: ABBAS; FAUSTO, 2005) b9 Lﬁi:g:;‘:ﬁ‘ i s

Figura 5: Mediadores quimicos da inflamacéo

3.3.3.1. Mediadores Inflamatérios derivados do Acial Araquidénico

Mediadores inflamatérios significantes sdo aquettsrivados do acido
araquidonico. Esse éacido é metabolizado por duas enhzimaticas que levam a
producdo de mediadores locais e exercem exparepé@s em reposta a inflamacgéao. A
via iniciada pela cicloxigenase (COX) produz prgktadinas, prostaciclinas e
tromboxanos, enquanto que a via das lipoxigenak€sX)( leva a producdo de
leucotrienos e lipoxinas (Figura 6). Os metabolidosacido araquidonico, formados
através das vias da COX e LOX, representam impmdanlasses de mediadores
inflamatorios (SERHAN; CHIANG, 2004; SANJITA et a2008).
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Fosfolipidios

L

Fosfolipase A2

ACIDO ARAQUIDONICO

T8 LTC,, LTD,, LTE,

PGs, TxAaz PGs

Inflamacso,

(CORUZZI; VENTURI; SPAGGIARI, 2007)

Figura 6: Esquema geral que representa as vias metabdliedevam a produtos do acido araquidénico
envolvidos no processo inflamatério. COX = ciclapiase, 5-LOX = b5-lipoxigenase; LTs =
leucotrienos; PGs = prostaglandinas; PLA2 = fopfde A2; TxA = tromboxano A2.

Os mediadores resultantes davia da COXe o papelgtostaglandinas no
processo inflamatério tém sido exaustivamente astosl Aléem disso, ha uma
crescente evidéncia de que a complexa via do maatmodo acido araquiddnico na
inflamacdo envolve uma variedade de outros medésdmlém dos derivados da
COX, onde cada qual possuium papel no proceskmatorio. Os leucotrienos,
segunda principal familia dos derivados do aciaoadonico, sdo sintetizados pela via
da 5-LOX etémum papelimportante no processanmitorio (MARTEL-
PELLETIER et al., 2003).

A COX é a enzima chave que esta envolvida na Initessd de prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos, que por sua vezo estédolvidas em diversos processos
fisiologicos, além dos processos patolégicos, canmdlamacao (LEVAL et al., 2000).
As isoformas da COX séo classificadas como COXehdtitutiva), COX-2 (indutiva),
além de existir a COX-3, que € uma variante da AOKstas enzimas sao inibidas por

substancias anti-inflamatorias nao esteroidais BSNZHANG, 2009).
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A COX-1 é constitutivamente expressa em quase todogecidos e fornece
prostaglandinas para manter as funcgdes fisiolégioa® a citoprotecdo do estbmago e
na regulacdo do fluxo sanguineo renal (VANE etl@P8). Em contraste, a COX-2 é
induzida em células do sistema imunoldgico, taim@anacrofagos, em resposta a
lesé@o, infeccdo ou outros tipos de estresse pnodioizirostaglandinas que atuam para
sensibilizar os nociceptores e induzir inflamacadANG; CAO; ZHANG, 2009).

Parece evidente que COX-1 desempenha um papel Sopdéel na
homeostase, enquanto que a COX-2 atuaria em casdip@tologicas como a
inflamacédo. Entretanto essa afirmacdo mostrou-sev@cpda pelo simples fato da
COX-2 também apresentar uma fungdo constitutivaemimos normais (KUMMER et
al., 2002; REIS et al., 2011).

As lipoxigenases (LOXs) sdo enzimas responsaveis ppeoducdo de
leucotrienos (LTs). Entre as lipoxigenases existemos tecidos dos mamiferos, a 5-
LOX é encontrada principalmente em células de origaeldides, como por exemplo,
leucécitos polimorfonucleares (PMNL), mastacitosicndfagos e baséfilos (GOMES et
al., 2009).

Os leucotrienos sé@o importantes mediadores quineocosuma variedade de
condi¢des inflamatorias e alérgicas. Estas moléalgasinalizacdo podem ser divididas
em dois grupos: o leucotrieno pré-inflamatério (I4)B leucotrienos espasmogénicos
(LTC4, LTD4 e LTE4). Entre os leucotrienos, geratteeo LTE4 € menos potente do
que LTC4 e LTDA4. InlUmeras evidéncias experimergagerem que os leucotrienos e
alguns dos seus metabdlitos contribuem para goéisiogia da resposta inflamatéria
através de uma grande variedade de efeitos, imdynncipalmente a contratilidade da
musculatura lisa (LTC4, LTD4, LTE4); agregacao, rdeglacdo e quimiotaxia de
neutréfilos (LTB4); aumento na permeabilidade véscyLTC4, LTD4, LTE4);
atividade sobre linfocitos e hiperalgesia (LTBAAEGGSTROM, 2000).

O LTB4 parece desempenhar um papel fundamentataratamento de células
inflamatdrias para o local da lesdo tecidual (HABF®OM, 2000) e pode causar
exsudacdo de plasma, exigindo a presenca de leakdoolimorfonucleares. Estas
acOes tém implicado os leucotrienos em atuarem coethadores na asma, reacdes de
hipersensibilidade imediata, reagfes inflamatoeiasfarto do miocardio (DAVIES et
al., 1984; NEEDLEMAN, et al., 1986).
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3.3.3.2. Aminas Vasoativas

As aminas vasoativas, histamina e serotonina (kidptamina — 5-HT), séo
as primeiras substancias a serem liberadas duaaatieacdo da cascata da inflamacéo.
Estas substancias sdo armazenadas em vesiculasnr ide macréfagos, mastocitos e
plaguetas, e sdo responséaveis por alteracdes &sesculomo: vasodilatagdo, aumento
do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade \aselexsudacao plasmatica. Essas
alteracOes ocorrem durante as primeiras horas @p8imulo inflamatorio (PARADA
et al., 2001). Essas aminas atuam sinergicamente adoradicinina induzindo a
hiperalgesia térmica, e participam dos processasodieepcdo em diversas condigcdes
inflamatorias, bem como na formacao do edema (KZ001; LAVICH et al, 2003).

A histamina € um importante mediador das respoatéagjica imediata e
inflamatoria. Sua fonte mais abundante séo os mitsQonde se encontra pré-formada
nos granulos mastocitarios, porém também s&do elacast em outros tecidos como
basdfilos, plaguetas e nos neurdnios. Esta sulistdnham forte estimulante das
terminacdes nervosas sensitivas e esta fortemssteiada a producdo da sensacao de
prurido. Algumas pesquisas tém associado o blogdeioeceptores de histamina no
sistema nervoso central e a producéo de potentgesma (HOUGH, 2000; HAAS,
2008).

Véarios estimulos podem gerar a degranulacdo dostoaias, liberando
histamina, como: leséo fisica, frio, calor, anfa® ligados aos mastocitos, fragmentos
do complemento (anafilatoxinas C3a e Cba), proteie@ liberacdo da histamina
derivadas dos leucdcitos, neuropeptideos (subataRgi e citocinas (COTRAN,;
KUMAR; ROBINS, 2005).

A histamina é o mediador dos primeiros eventosnflamacdo aguda; esta
envolvida no desenvolvimento do eritema, devido asodilatacdo das pequenas
arteriolas e esfincteres pré-capilares, e do edmmaumentar a permeabilidade das
vénulas poés-capilares. A extensdo da liberacdo d&o mediadores como
prostaglandinas e NO é determinada pela liberagéwpa de histamina. A histamina
exerce acao bioldgica pela ativacdo de receptofiegxgressos, que causa separacao
das células endoteliais e permitem a transudac@iqguldos e moléculas do tamanho de
pequenas proteinas para o tecido perivascular (MAXD et al., 1999). Ela é
considerada o principal mediador na fase agudaiaeto da permeabilidade vascular
no processo inflamatorio (COTRAN; KUMAR; ROBINS, @&). A ativacdo desses
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receptores permite o aumento do calcio intracelcdgrazes de ativar nociceptores e
promover a sintese de prostaglandinas (CLOUGH,)1999

A serotonina (5-HT) € uma amina derivada do antia@atriptofano. Assim
como a histamina, a 5-HT possui propriedades viasgatEsta presente apenas nos
mastocitos de certas espécies, como o rato e onckomgo. No homem esté localizada
nas plaquetas e é ativada pelo PAF (COTRAN; KUMRRBINS, 2005).

A 5-HT é liberada a partir das plaquetas duranpeosesso de agregacdo, apos
contato com o colageno, trombina, adenosina difmsfaDP) e complexo antigeno-
anticorpo. Essa amina vasoativa tem um importaageelpna alteracdo do tonus e
permeabilidade vascular o que contribui para cagagamento de fluidos (COLE et al.,
1994). A 5-HT é também um poderoso agente estirmildas terminagdes nervosas
sensitivas para dor e prurido, sendo responsavetlgans dos sintomas causados por
picadas de insetos e irritantes vegetais (YAMAGUG@HEI., 1999). A 5-HT produz
rubor, uma das caracteristicas da inflamacao esaiym explicacdo para esse fato é
constricdo venosa com consequente aumento no esmfoincapilar (KATZUNG,
2005).

A bradicinina € um peptideo vasoativo derivado dunogénio (precursor
inativo) que afeta a musculatura, promovendo didale vasos sanguineos e aumento
da permeabilidade vascular. A bradicinina tem upepanportante também na dor, por
possuir um potente efeito algico (SIQUEIRA-JUNI@ANTAS, 2000).

Os eventos vasculares produzidos por essas amima®yem uma elevacao da
perfusdo local e extravasamento de liquido parspagd intercelular, causando edema,
hiperemia e elevacédo da temperatura, observadasgioala inflamacéo. Tais eventos
associados a liberacado de substancias quimiotatidagzem a migracao de leucécitos
para o tecido inflamado (BILATE, 2007).

3.3.3.3. Oxido Nitrico (NO)

O Oxido nitrico é sintetizado a partir de L-argaipela enzima oxido nitrico
sintase (NOS) em diferentes tecidos e células asirR&lo menos trés isoformas de
NOS foram identificadas, incluindo NOS endoteli@NQS), NOS neural (nNOS) e
NOS induzivel (iNOS). A pequena quantidade de N@lpzido pela NOS constitutivas
(cNOS), das quais fazem parte a eNOS e nNOS, é nuporiante regulador da

homeostase fisica (presente tanto no coracédo canpamede dos vasos, apresentando
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papel fisiol6gico), enquanto que a grande quanéiddel NO produzido por iINOS foi
estreitamente correlacionado com fisiopatologia uea variedade de doencas e
inflamacéo (ZHANG, CAO; ZHONG, 2009).

A INOS ¢ induzida por citocinas proé-inflamatériassultando em aumento na
producao de NO que pode aumentar exsudacéo deesarmiasma, como observado na
asma e outras doencas inflamatérias e ampliap@stsinflamatoria, como um agente
guimiotatico para eosinéfilos e para o aumento alaevida dos mesmos (BARNES,
1998).

O importante papel do NO na inflamacdo esta ratacio a varias acoes:
relaxamento do musculo liso vascular (vasodilatpg@ducdo da agregacédo e aderéncia
plaquetéria, reducdo do recrutamento de leucOatg®) citostatica e citotdxica através
de mecanismos mediados por radicais livres que saétetores contra agentes
infecciosos e células tumorais, mas que tambémnposkr lesivos para o proprio
organismo, contribuindo para o estabelecimentoogechs inflamatdrias (RIBBONS et
al., 1997).

3.3.3.4. Resposta Imune e Inflamacao

O sistema imune é responsavel pelos processopamrecidual como também
pela defesa do organismo e a resposta imune podtassificada em imunidade inata e
adquirida. Estes dois tipos de imunidade atuam aleeira independente; na imunidade
inata as células atuantes séo as fagocitarias moleames e os granuldcitos, enquanto
que na imunidade adquirida as células em atuagiosséinfécitos (JANEWAY et al.,
2005).

Na imunidade inata, os macrofagos entram em acécetando diversos
mediadores, tais como 6xido nitrico (NO), citocirfds1, IL-6, IL-12, TNF-, etc),
quimiocinas (IL-8, MIP-&, MCP-1), entre outros (KONSMAN et al, 2002). A urgdio
para a ativacao dos macrofagos pode ocorrer tamogstimulo lesivo ou pela acdo de
outras citocinas, principalmente interferon gamBN(/), que s&o liberadas por
linfécitos (JANEWAY et al., 2005; PARSLOW et alQ@4). Dentre os mediadores que
atuam como vasodilatadores e contribuem para aagdgr leucocitaria esta a
bradicinina. Ela estimula a producdo de uma casdat&itocinas pro-inflamatorias

(TNF-0, IL-8, IL-6 e IL-13) e a liberacdo de prostaglandinas e aminas
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simpaticomiméticas, que induzem a hipernocicepcao dor (CUNHA et al., 1992;
VERRI, 2007).

Os neutrofilos s@o participantes cruciais no precesflamatorio devido a sua
rapida ativacdo e resposta ao estimulo quimiotathm serem ativados secretam
enzimas, tais como a elastase e mieloperoxidasegpr@gmovem lesdo endotelial e o seu
extravasamento. Estdo implicados na liberacao tdeircas inflamatérias, mediadores
lipidicos e enzimas capazes de promover dano t@cI(WEISS, 1989; COSTA;
RUFINO; SILVA, 2009).

Os mastécitos sdo importantes células atuantesnnaidade e em condicdes
patologicas do homem e de animais. Participam dacéo da inflamacdo aguda e da
reparacao tecidual na fase cronica do processamatbrio. S&o responsaveis pela
producdo de mediadores como histamina e serot¢essa Ultima somente em ratos e
camundongos), enzimas (triptase, hidrolases actddgsfolipase) e proteoglicanos
(heparina e sulfato de condroitina). Outros mediesligintetizados incluem IL-1, IL-8,
TNFa, IL-12, IL-13, IL-15, quimiocinas, fatores de cteésento e de angiogénese
(VEGF e PDGF), bem como prostaglandinas e leucasi€«McNEIL, 1996; SCOTT,;
STOCKHAM, 2000; ROBBIE-RYAN; BROWN, 2002). Os masitbs estao
intimamente envolvidos com a patogenia da inflamagguda, principalmente pela
liberacdo da histamina que produz a vasodilatageaalar e PAF que promove a adesao
leucocitaria dependente de CD18 (McNEIL, 1996; BBCHR; SLAUSON, 2002).

Na imunidade adquirida as células em atuacédo sdmfésitos. Estas células
sdo primeiramente produzidas no timo ou na medwaea depois sofrem
amadurecimento nos 6rgaos linféides periféricogdbénfonodos e amigdalas), para
entdo serem liberadas durante a resposta imune KRERLet al., 1999; MARTIN-
FONTECHA et al., 2004). Os linfocitos T efetoresagqdo chegam ao local da injaria
liberam diversas citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6lNF-o) e quimiocinas. Estas sao
responsaveis pela ativacdo de células B, quimitalé leucocitos, ativacdo dos
macrofagos, deposicéo de fibrina e dor (WATKIN®&let1995).

3.3.3.5. Citocinas
As citocinas representam um grupo de substancidsfunaionais que estéo

envolvidas em muitos passos da resposta inflanaat8do moléculas que interligam,

amplificam e propagam a resposta imune, recrutagtidas para areas de inflamacéo,
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estimulando sua divisdo, proliferacdo e diferer@macPossuem uma variedade de
efeitos, incluindo expressédo da molécula de adegpfimiotaxia e ativacdo de outras
vias inflamatérias (coagulacdo, complemento, cmieafibrindlise) (SAYERS, RD,
2002; TORRE-AMIONE, 2005). Sédo produzidas por migds residentes e células
circulantes, tais como mastocitos, macréfagos érdfdas, que apos serem liberadas,
atuam tanto local quanto sistemicamente. Devidosaas acfes pleiotropicas e
redundantes, as citocinas formam uma rede na qual aitocina pode induzir sua
propria producao ou a producao de outras citogih@RRE-AMIONE, 2005).

As citocinas sdo um grupo diversificado de pepsdeoglicoproteinas de
sinalizacao intercelular, que podem estar ligadas:ebranas, e possuem pesos
moleculares situados entre 6000 e 60000 Da. MaZ@ecitocinas foram identificadas
e estdo divididas em subgrupos, por exemplo: gudenhas, quimiocinas, interferon,
fatores de crescimento, fatores estimuladores ld@ies e hematopoietinas.

As citocinas sédo produzidas durante o processanmaflorio e sdo estimuladoras
da producdo de proteinas de fase aguda. Tradioiens foram divididas em citocinas
pro-inflamatorias (por exemplo, ILBLIL-6, IL-8, TNF-a, TGF{) e anti-inflamatorias
(por exemplo, IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-13) (PARSLOWt al., 2004; BANERJEE;
SAXENA, 2012).

As interleucinas anti-inflamatdrias inibem a libgio de citocinas proé-
inflamatorias e reduzem a expressao da COX-2 (CUNBR04). Enquanto que as
interleucinas pro-inflamatorias migram e atuam maadlesionada, sinalizando a
inflamacgé&o. Estas interleucinas também estdo asfaxicom a inducdo e manutencao
da dor aguda e crénica (CUNHA et al., 2000; VALElet 2003). A interleucina IL-6 é
o principal estimulador da producédo de proteinalasiaaguda (GAULDIE et al., 1987,
GABAY, 2006), enquanto que as outras citocinas kmdas influenciam subgrupos de
proteinas dessa fase. IL-6 exibe duas caractadstiontrastantes. Em modelos de
inflamacgé&o cronica, tais com a artrite, a IL-6 é-prflamatéria (ALONZI et al., 1998;
YAMAMOTO et al., 2000), enquanto que nos modelosirdlamacao aguda a IL-6
apresenta um perfil anti-inflamatorio (XING et d1998; GABAY, 2006).

A funcdo principal da IL-1 é servir como mediaddearesposta inflamatoria do
hospedeiro a infec¢gbes e outros estimulos, prontovarproliferacéo e a diferenciacao
das células do sistema imune inato e adaptativiB@Bet al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2008). A IL-13 é produzida por neutrofilos e mondcitos/macréfagasia como

importante desencadeador da migracéo leucociBENINCA et al., 2007). E uma das
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responsaveis por induzir a expressao da moléculaddsdo ICAM-1. Além de estar
relacionada a pirogenicidade, é responsavel petass& de outras citocinas como IL-6
pelos mondcitos, atuando sinergicamente com o dIEEMAY et al., 1990). A IL-B
estimula a expressdo de COX-2 e, como consequéaciatmacao e liberacdo de
prostanoides que tém importante papel na sensibd dos nociceptores. Desta forma,
indiretamente, a ILf1 atua como mediador hipernociceptivo (OLIVEIRA &t 2008;
CUNHA et al., 2007).

TNF-o é sintetizado e liberado no local da lesdo amaetidiversas células, como:
macrofagos, linfocitos Thl, mastoécitos, neutrofiessindfilos, células NK e células do
sistema nervoso (MEYERS et al.,, 2005). Trata-seumhe agente quimiotatico para
neutrofilos e mondcitos, estimula a fagocitose,sddeao endotélio e producdo de
superoxido por estas células, além de estimularodugéo de outras citocinas pro-
inflamatorias como as quimiocinas KC e MIP 2 (CAM&IS1991; ZHANG, 2001). O
TNF-a também esta intimamente relacionado com a promodegadipernocicepcao
inflamatdria, sendo o seu principal efeito fisiotiy promover a resposta imune e
inflamatoria por meio do recrutamento de neutrsfi® mondcitos para o local da
infeccdo, além de ativa-los (CUNHA et al., 2007).

3.4. Fisiologia da Dor

A dor é uma sensacao desagradavel que tem a fymnigaaria de protecdo do
organismo; em contrapartida, na cronicidade nadiawvidentemente a sobrevivéncia
(FEIN, 2011).E uma experiéncia complexa que envolve ndo apenamnsducio da
informacéo gerada pelo estimulo nocivo, mas tambéprocessamento cognitivo e
emocional pelo cérebro. Segundo a Associacdo batemmal para o Estudo da Dor
(IASP, 1983), a dor € uma experiéncia sensoriaghec®mnal associada com potenciais
ou reais lesdes, que tem uma conotacéo individsalfre influéncias de experiéncias
anteriores. Ja o termo “nocicepcao” refere-se stanarpercepcdo do sinal no sistema
nervoso central evocado pela ativacdo de receptegasoriais especializados (0s
nociceptores), existentes no local da lesédo, queeéem informacdes sobre a leséo

tecidual ocasionada por estimulos nocivos (FURS391FEIN, 2011).
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As fibras aferentes de primeira ordem, relacionadas a conducao do estimulo
doloroso s&o classificadas de acordo com sua @strutiametro e velocidade de
conducao em trés tipos: fibras C, fibra$ Atbras Ao (RANG et al., 2001).

As fibras tipo C caracterizam-se por serem amigditids, possuem diametro de
0,4 a 1,2 um e velocidade de conducédo que vari@,fea 2,0 m/s. Estas fibras
apresentam receptores termosensiveis (que resporaemfrio e ao calor),
mecanonociceptores de baixo limiar e receptoresec#fgs para substancias
alogénicas (tais como ions potassio, acetilcolgr@gimas proteoliticas, serotonina,
prostaglandinas, substancia P e histamina). Mdikbeias C, com receptores de alto
limiar, estdo associadas a nociceptores do tiponpdais (MENSE, 1983; MILLAN,
1999).

As fibras A9 sdo mielinizadas, tém diametro que varia de 2,6,0aum,
conduzindo a uma velocidade de 12 a 30 m/s. Etasrritem informacdes de alta
intensidade e baixa laténcia, promovendo a senskjémsa rapida da primeira fase da
dor aguda, desencadeando o reflexo de retiraddibfess A6 dividem-se em dois
grupos. O primeiro (tipo 1), corresponde as fibcasn receptores de limiar alto, que
respondem a estimulos mecéanicos de alta intensidade estimulos térmicos ou
guimicos de baixa intensidade. O segundo grupo (t)papresenta receptores que sao
estimulados por altas temperaturas (45-53°C) enalgaceptores para frio intenso (-
15°C) (WILLIS; WESTLUND, 1997; ALMEIDA; ROIZENBLATT TUFIK, 2004).

As fibras A possuem diametro maior que 1 e velocidade de conducéo que
varia entre 30 e 100 m/s. Estas fibras ndo propagsimulos potencialmente noxicos
em situacdes normais, além de estarem relacio@ad@aslinia (WILLIS; WESTLUND,
1997; MILLAN, 1999).

Quatro classes de nociceptores foram descritesanicostérmicos polimodais
e silenciosos Os nociceptoresnecanicosrespondem a pressao intensa, enquanto 0s
nociceptoregérmicosrespondem as temperaturas extremas (quentes, €,4% frias,
< 5 °C) e possuem fibras A mielinizadas, que coadummpulsos na velocidade de 3
m/s a 40 m/s. Em conjunto, esses nociceptores lata A 5-p s&o denominados
nociceptores mecanotérmic@=EIN, 2011).

Os nociceptorespolimodais respondem aos estimulos nocivos mecanicos,
térmicos ou quimicos; possuem pequenas fibras Cliamadas que conduzem

impulsos em velocidade menor que 3 m/s. Vale aleddrar que as pequenas fibras
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Ad-B mielinizadas carregam informacdo de nocicepc¢dporesavel pela sensacdo de
dor acentuada ermpicadae as pequenas fibras C amielinizadas carregammafg#o
responséavel pela sensac¢éo fracageeimacadFEIN, 2011).

Os nociceptoresilenciosossao ativados por estimulos quimicos e mediadores
inflamataorios, respondendo a estimulos mecéanidésneicos somente depois de serem
ativados. Estes nociceptores também possuem peqdinas C amielinizadas que
conduzem impulsos em velocidade menor que 3 mMN(FD11).

A percepcao dolorosa a um determinado estimulovadem como proposito
biologico alertar o organismo sobre algum perigoantbiente, incluindo a resposta
comportamental de proteger o organismo contra ypeldesao (CHENG et al., 2002).

A dor se inicia em areas periféricas fora do sisterrvoso central (cérebro e
medula espinhal) (BASBAUM; JULIUS, 2006). Estimubtidorosos sédo detectados por
receptores fisiologicos tais como 0s nociceptages, conduzem impulsos pelas fibras
C, que respondem a estimulos quimicos, como pdidimana ou prostaglandina, bem
como pelas fibras A&; que respondem a estimulos de pressédo intensarmicos
(DESPOPOULOS; SILBERNAGL, 2000). Essas fibrasrseiem na raiz dorsal da
medula espinhal, e entdo sédo conduzidas ao cér€hrando o agente nocivo é
detectado pela extremidade periférica dos nociceptma pele ou algum outro érgéo,
um impulso elétrico € disparado e propagado poa tbdibra nervosa até atingir uma
regido da medula espinhal (BASBAUM; JULIUS, 2006gQra 7).
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Figura 7: Via de conducao de estimulos dolorosos.

A percepcado da sensacdo nociceptiva tem iniciovel periférico, através dos
nociceptores e das fibras a eles associados, semdo transmitida até o sistema
nervoso central (SNC). Para tanto os nocicept@asnfi sinapse no corno dorsal com
neurénios de segunda ordem. Esses neurbnios craizaedula espinhal para ascender
através do trato espinotalamico, com suas fibmasit@ando principalmente no talamo.
No tdlamo, neurdnios de terceira ordem emitem asdatravés da capsula interna ao
cOrtex somatosensor, onde ocorre a somatizacastithouéo nocivo, ou emitem axénios
para o giro cingulado anterior, onde existe o camepte emocional da dor. Esta € a
chamada via classica e € também a principal viecawlucdo da dor, apesar de
existirem outros possiveis caminhos envolvendo ratfifes estruturas nervosas
(BESSON, 1999).

A dor pode ser classificada como nociceptiva, ngémeca, neuropética,
psicogénica ou inflamatdria que sdo resultantespedivamente, da estimulacao
excessiva dos nociceptores, lesdo do tecido nedisflyncdo de um nervo, fatores

psicolégicos, ou resultante de processos inflarmesdMILLAN, 1999).
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3.4.1. Dor Nociceptiva

O componente sensorial da dor € denominado noéoepge pode ser definida
como a resposta fisiologica a uma lesédo tecidudS&KO; BROSE, 1998). Os
nociceptores representam as terminacoes livres x@oia periférico do Neurénio
Aferente Priméario (NAP), e muitos deles séo “silesos” em condi¢cdes normais,
sendo ativados apenas em condi¢cdes patologicas €pemplo, em processos
inflamatorios). Estédo localizados em todo o compazeto no cérebro, tecido ésseo, e
figado (MENDES, 2010).

A sensacdo dolorosa é comumente acompanhada dac@#s sensoriais
descritas na literatura como hiperalgesia (semd#oie aumentada para um estimulo
doloroso), e alodinia (dor provocada por um estimpleviamente ndo nocivo)
(BESSON, 1999). A hiperalgesia envolve mediadomsaaenados (substancia P e
aminoacidos excitatorios) e induzidos (6xido nétrie metabdlitos do acido
araquidonico), liberados por neurdnios aferent@mgsios ou sintetizados na medula
espinhal (MELLER et al., 1994; MELLER et al., 1996)

A alodinia é caracterizada por uma sensibilidadeesitada para um estimulo
normalmente indbcuo. Um exemplo é uma autosensioiéidda pele queimada pelo sol
ao leve toque. A alodinia pode resultar de duasrelites condi¢cbes; responsividade
aumentada de neurdnios transmissores da dor, deacaspinhal (sensibilizacéo
central) ou diminuicdo dos limiares de ativacado daoxiceptores (sensibilizacédo
periférica) (DRAY; URBAN; DICKENSON, 1994; BASBAUMJESSELL, 2000;
ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

3.4.2. Dor Neuropética

A dor neuropatica segundo o comité de TaxonomidA&® € definida como
“uma consequéncia direta de lesdo ou doenca que afsistema somatosensorial”
(LOESER; TREEDE, 2008; ANTONIALLI, 2009). A dor neyatica pode resultar de
lesdo ou disfuncdo de estruturas centrais ou peafdo sistema nervoso. Esta dor
caracteriza-se por dor espontanea, provocada ponubss normalmente inGcuos
(alodinia) ou por uma sensibilidade exacerbadatianeks nocivos ou ndo nocivos

(hiperalgesia). O termo hipernocicepc¢éao refere-sengibilizacdo dos nociceptores, isto
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€, a diminuicdo do seu limiar de ativacédo e tern sithpregado para designar alodinia
ou hiperalgesia em animais de experimentacédo (CURHA, 2004).

Embora sua etiologia seja bastante variada, imbtuitrauma, desordens
metabolicas e vasculares, infeccbes virais ou baots, entre outros fatores, o
denominador comum destas patologias é o dano neucplal € seguido por algumas
alteracdes que também parecem ser comuns a divemss de dor neuropética
(DEVOR, 2006). No sistema nervoso periférico, asgipais consequéncias da lesdo de
nervos sao alteracOes nas fibras aferentes prisnériaa excitabilidade das mesmas.
Estes fendmenos vao contribuir para as alteragdesogorrem no SNC, que incluem:
excitabilidade aumentada, inibicdo diminuida e treasacdo organizacional das
células (DICKENSON; MATTHEWS; SUZUKI, 2002; WOOLEQD04; SILVA, 2007).

As dores nociceptiva e neuropatica muitas vezesmambexistir, contudo, a dor
neuropatica requer abordagens analgésicas espsgiftiferentes das abordagens

analgésicas destinadas as dores nociceptivas (STAIEKY, 2008) (Figura 8).

Dor

Nociceptive Neuropatic

Fisioldgice Paoldgice Fisiologice Patoldogici
Cdlica, Artrite, Compressao Destruigéo
Caibra muscular Injaria tecidua do nervo do nervo

Figura 8: Diagrama esquematico dos tipos de dor. (Adaptad®8CGHESTATSKY, 2008)
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3.4.3. Dor Inflamatoria

As células envolvidas no processo inflamatério peetin uma série de
mediadores quimicos como bradicinina, serotoninstamina; mediadores lipidicos
como os produtos da cascata do acido araquidbrdlEon de citocinas. Estes
mediadores sensibilizam os nociceptores, conseguemnte diminuindo no limiar de
percepcdo do estimulo doloroso (MEYER; CAMPBELL; 3 1994; CARVALHO;
LEMONICA, 1998).

A estimulacdo de nociceptores produz um reflexanexblocal, resultando na
liberacdo de neuropeptidios (substancia P — SPeueocinina A - NKA), o que
contribui para o aumento do processo inflamatouda diperalgesia. Os neuropeptideos
liberados provocam vasodilatacdo, aumento da pémdwlp enzimas lisossémicas,
liberacdo de prostaglandinas e interleucinas, al@nsintese de NO, estimulando e

sensibilizando os nociceptores (RANG et 2007).

3.4.4. Mediadores Quimicos da Dor

Os mediadores quimicos interagem com canais deneongembrana plasmatica
do nociceptor utilizando os mecanismos de sinali@zacomo os usados em outra parte
do sistema nervoso. Esses mediadores podem agbtardente nos canais de ions
controlados por ligante (LGICs) — os ionotropicas iadiretamente via receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) ou receptores dsin@r quinase (RTKs) — os
metabotropicos (FEIN, 2011). Os neutrdéfilos, edfio®, mastocitos, macréfagos sao
células capazes de produzir varios mediadoresmiatidrios e/ou nociceptivos como
histamina, serotonina, prostaglandinas, leucotdagRAF, citocinas, quimiocinas, TNF-
a, adenosina trifosfato (ATP), proteases, fator desa@mento neural (NGF), entre
outros (SILVA, 2007; FEIN, 2011). Esses mediadqgredem estar relacionados tanto
com a inflamacé&o quanto com a dor.

O tratamento da dor aguda e da crbnica € multimedahvolve o uso de
intervencdes farmacoldgicas, psiquicas, fisicagtilzacdo de blogueios anestésicos
regionais e métodos neurocirdrgicos (KRAYCHETE,20@ma das principais classes
de substancias antinociceptivas sdo os opididess &do utilizados tanto em nivel
central (inibindo a percepcdo da dor), como em Inpariférico (suprimindo a

transmissdo do impulso nervoso em nivel medulagtreOimportante classe de
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substancias analgésicas sdo os inibidores da C@Xpgssuem acao sobre a producéo

de prostaglandinas frente a estimulos dolorososSNIVES, 2010).

3.5. Anti-inflamatoérios esteroidais, ndo-esteroidai e Inibidores duais 5-LOX/COX

3.5.1. Anti-inflamatdrios Esteroidais (AIES)

Os glicocorticoides sdo hormonios sintetizados beréidos pelas glandulas
adrenais, sob influéncia do ACTH (Hormonio Adremticotropico), que € secretado
pela adeno-hipdfise. Exercem importantes acdes soimmetabolismo intermediario de
carboidratos, proteinas e lipideos, além de exbiividade anti-inflamatéria e
imunossupressora e, por essas acdes, sdao comuuidiaBrlos na terapia. Alguns
exemplos de glicocorticoides utilizados na clinmmeluem: dexametasona, prednisona,
betametasona, budesonida, beclometasona.

O mecanismo de acdo dos AIEs envolve interagcOeseoaptores intracelulares
pertencentes a superfamilia dos receptores queot@nt a transcricdo génica. Ao
serem ativados, esses receptores podem levar aamd(desencadeamento de
transcricdo) ou a repressdo (inibicdo de transmyicde genes particulares
(CHROUSOS; MARGIORIS, 2001).

A repressdo € obtida através da inibicdo da acadlidersos fatores de
transcricdo, como o AP-1 e NFkB e, dessa forma,hdexpressao de genes como 0s
gue controlam a sintese da COX-2, citocinas, mtdécde adesédo, dentre outras. Por
outro lado, a inducdo envolve a formacdo de RNApe@&séicos, que dirigem a sintese
de proteinas especificas, como a lipocortina-1 doexina-1), que desempenha a
importante funcao de inibir a fosfolipase A2 (PLA@hzima responsavel pela liberacéo
do acido araquidénico a partir de fosfolipideos dambrana plasmatica
(TOMMASINI; CANTONI, 2004). Dessa forma, indiretante, impedem a formacao
das prostaglandinas e dos leucotrienos (CLARK, 1MENEZES et al., 2009).

Os AIEs exercem acdes mais amplas que os AINEse sobrmprocesso
inflamatorio e, atualmente, sdo as drogas maisngexeutilizadas no tratamento da

inflamacéo apresentando dessa forma, um amplotespiecefeitos adversos.
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3.5.2. Anti-inflamatorios Nao-Esteroidais (AINES)

Os anti-inflamatoérios ndo-esteroidais (AINES) s@itizados para o tratamento
de doencas inflamatdrias agudas e cronicas. Oipainmecanismo de acdo dos AINEs
ocorre através da inibicdo da COX fazendo com @iee tma reducédo da conversao do
acido araquidénico (AA) em prostaglandinas (MONT@&IBt al., 2008).

A aspirina e os demais AINEs inibem a sintese derie@iante a inativacdo da
COX. A aspirina acetila as isoenzimas cicloxigenas@COX-1) e cicloxigenase 2
(COX 2) covalentemente, inativando-as de formavérgivel e ndo seletiva. Em
contraste, os AINEs, como ibuprofeno ou indometaanbem a COX reversivelmente
competindo com o substrato, acido araquiddnicoa marsitio ativo da enzima. A
maioria dos AINEs age de forma reversivel e naetisal sobre as mesmas enzimas.
Convém salientar que tanto a aspirina quanto a®®@WINESs ndo bloqueiam a via da
lipoxigenase, consequentemente n&o inibindo a géwduwe leucotrienos (VANE;
BAKHLE; BOTTING, 1998; MONTEIRO et al., 2008).

Infelizmente, a inibicdo da producdo de prostagteasl em 6rgdos como
estbmago e rim pode resultar em lesdes gastricasotoxicidade e aumento de
hemorragias (MASFERRER et al.,1994; FABIOLA et aD01; RAJAKARIAR et al.,
2006). Todos AINEs convencionais tém a tendénciacdesar efeitos adversos
gastrointestinais que podem variar de dispepssngramentos de estbmago e duodeno,
ativar doencas inflamatérias intestinais quiescergecausar dano tecidual (como
Ulceras) no trato gastrointestinal baixo, geralmemaipds um longo periodo de uso
(MONTEIRO et al., 2008).

Mesmo com administracdo intramuscular ou intravenos AINEs podem
causar Ulceras gastricas ou duodenais. Por inibre@©X 1, os AINEs impedem a
sintese de prostaglandinas gastricas, especialnBit2 e PGE2, que servem como
agentes citoprotetores da mucosa gastrica. Estesagioides agem inibindo a secre¢éo
acida pelo esttmago, aumentando o fluxo sanguiagnutosa gastrica e promovendo
a secrecdo de muco citoprotetor. A inibicdo da sumdese, portanto, acarreta ao
estbmago uma maior suscetibilidade as lesfes. Al&so, diminui a adesividade
plaquetaria, aumentando os riscos de sangramentmd@metacina, por exemplo,
apresenta acentuada recirculacdo enterohepétipge aumenta os efeitos toxicos deste
farmaco (BRENOL et al., 2000).

Com a descoberta da COX 2 e da crenca originaudeégexpressa apenas nos
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locais de inflamacéo, levantou-se a possibilidagléntbir seletivamente esta isoforma,
explorando, entdo, os efeitos benéficos dos AIN&® spresentarem seus efeitos
colaterais (RAJAKARIAR et al., 2006). Os inibidoresletivos da COX 2, assim como
os inibidores da COX 3 preservam a protecdo mediad®Gs gastricas. Todavia, 0s
inibidores seletivos da COX 2 em altas doses pogender sua especificidade e
também bloquear a COX 1 no estbmago e duodeno rmmsdanos (BLOT;
MCLAUGHLIN, 2000; HAWORTH; BUCKLEY, 2007).

Estudos mostraram que a COX 2 possui funcdo figicdo e protetora do
organismo, regulando a funcdo homeostatmedual do SNC, coracédo, rins, vias
aéreas, entre outros. Porém a sua inibicdo selgidde acarretar sérios efeitos
cardiovasculares (MARTEL-PELLETIER et al.,, 2003; RaZZl; VENTURI,
SPAGGIARI, 2007; GONZALEZ-PERIZ; CLARIA, 2007).

AINEs classicos agem como inibidores ndo seletde@<OX e sao utilizados
como anti-inflamatérios, analgésicos e antipiréiddo entanto, AINEs ndo seletivos
podem causar efeitos colaterais relacionados carnbigdo da COX 1 como irritagéo
gastrointestinal (REIS et al, 2011). Como consegaétem havido um
direcionamento para uma melhor compreensédo dasvif83X e COX eo
desenvolvimento de novas drogas. Por isso, novosidanes duais 5-
LOX/COX estdo sendo estudados como novas drogas petancial para tratar os
processos inflamatérios (MARTEL-PELLETIER et a03).

3.5.3. Inibidores duais 5-LOX/COX

A obtencé&o de inibidores duais para a COX/LOX podemntornar ou minimizar
efeitos colaterais indesejaveis (MAHY et al., 1993\ justificativa para o
desenvolvimento de inibidores duais da COX e 5-LOiXbaseado tanto a atividade
pré-inflamatdria dos leucotrienos (LTs), como nésites prejudiciais que causam na
mucosa gastrica. Além disso, estes compostos parsee 0s principais produtos do
acido araquidénico na mucosa gastrica quando Haécdém da COX (CELOTTI;
LAUFER, 2001; ATAY; TARNAWSKI; DUBOIS, 2006). Inilbiores duais 5-
LOX/COX devem, teoricamente, apresentar aumentoedieisos anti-inflamatérios e
melhor tolerabilidade géastrica (FIORUCCI et al., 020 JULEMONT et al., 2004).

Recentemente, grande interesse surgiu sobre agngsy que podem ser consideradas
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como produtos de contra-regulacédo do acido aragigdpresponsaveis pela acdo anti-
inflamatoria e gastroprotora (CORUZZI; VENTURI; SB&IARI, 2007).

Os leucotrienos tém um papel essencial no deseamanto e na persisténcia do
processo inflamatério, e ficou mais explicito qtento os leucotrienos, como
as prostaglandinas tém efeitos complementares,aatmjgue a producdo de lipoxinas
se opdem as acOes inflamatorias dos leucotriemsviita desses conceitos, sugere-se
o0 bloqueio tanto da producdo de prostaglandinatquade leucotrieno por
apresentarem efeitos  sinérgicos alcancando dessana fo a atividade  anti-
inflamatoria ideal. Além disso, a inibicdo do prese inflamatério pela via dual 5-
LOX/COX pode produzir um espectro mais amplo deitafe anti-inflamatorios
(MARTEL-PELLETIER et al., 2003).

Os derivados da isoxazolina-acilhidrazonas aprasese como um prototipo
inibidor dual da 5-LOX/COX por possuir dois nucleasvos com sitios de acao
distintos, pois como relatado, os derivados isolkaipos agem inibindo a formagéo de
PGs, e os derivados acilhidrazonicos inibem tards Buanto LTs (HABEEB et al,
2001; HERNANDEZ et al, 2012). Hipoteticamente acfim desses nucleos criaria uma
molécula ideal de acdo dual e que teria, consegunentte, uma acao mais eficaz e com
reduzidos efeitos colaterais. O nosso trabalhodemo objetivo comprovar a possivel
atividade dual desses derivados e consequentemsstemecanismo de agao.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar as atividades anti-inflamatoria e antinegiva dos derivados
isoxazolinico-acilhidrazonas R-99 e R-123 como sovprotdtipos para o

desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorios ag@sicos.

4.2. Especificos

O Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos derivadeexazolina-acilhidrazonas
R-99 e R-123, utilizando modelos experimentais miamacédo aguda como
bolsdo de ar, pleurisia induzida por carragenin@ma de pata induzido por
carragenina, dextrana, histamina e serotonina, mngabilidade vascular
induzida por acido acético;

O Determinar a concentracdo de NO no exsudato inflamnade animais tratados
com 0s compostos em estudo no modelo experimemabalsdo de ar

subcutaneo:;

O Avaliar a atividade antinociceptiva dos derivadesxazolina-acilhidrazonas R-
99 e R-123 nos modelos experimentais de nocicepda@aida por acido acético

e alodinia mecanica induzida por carragenina.



MATERIAIS E METODOS
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5. MATERIAL

5.1. Substancias e reagentes

Os derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R{b?am fornecidos pelos

colaboradores do Laboratério de Sintese Organicicadla a Farmacos da UFPE

(Figura 9). As caracteristicas fisico-quimicas cmspostos estdo descritas na tabela 1.

H H
o
O/
o
cl R-99 NO2 R-123

Figura 9: Estruturas quimicas dos derivados isoxazolindvgcdzonas R-99 e R-123.

Tabela 1: Nome quimico e caracteristicas fisico-quimicasd#s/ados isoxazolina-acilhidrazonas R-99
e R-123

Caodigo Nome Quimico Rf. Ponto de fuséo

(4-CLOROBENZILIDENO)- 0,38 Carbonizou a 215°C
R-99  HIDRAZIDA DO ACIDO-6-(4-CLORO- (AcOEt/hexano

BENZOIL)-4,5,6,6a-TETRAHIDRO-3aH-

7:3
PIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3- )
CARBOXILICO
(4-METOXIBENZILIDENO)- 0,18 Carbonizou a 240°C

R-123 HIDRAZIDA DO ACIDO-6-(4-NITRO- (ACOEt/hexano
BENZOIL)-4,5,6,6a-TETRAHIDRO-3aH-
PIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3-

CARBOXILICO

7:3)

Fonte: ALMEIDA, 2008.
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Reagentes: acido acético glaciabHa@O2 (VETEC), citrato de fentanila
(Cristalia), heparina sédica 5.000 Ul/mL (Cristgliavans blue (Sigma), HEMSTAB
EDTA 15 g/dL (Labtest), cloridrato de cetamina (Mends), cloridrato de xilazina
(Vetbrands); reagente de Griess (Sigma), alco@dogdalcool 70%, solucao salina 9%,
PBS, placas de 96 pocos; vidraria; seringas; aguliaturis; luvas; mascaras; oculos

de protecéo.

5.2. Equipamentos

Balanca analitica, cAmara de fluxo laminar, camdea CQ, centrifuga,
analisador hematolégico ABX micros 60 - Horiba, reffao de ELISA, pletismémetro

(Ugo Basile, Italia) e analgesimetro digital voey(INSIGHT, Brasil).

5.3. Animais experimentais

Neste trabalho foram utilizados 245 camundongoshosgadultos (com cerca de
60 dias de nascidos) albinos swiddué musculys pesando entre 20 e 25g -
provenientes do Biotério do Departamento de Antikd$ da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram acondicionados enagaie polietiieno com grades de
aco inoxidavel e maravalha como cobertura, tendessac livre aagua e racao
balanceada, mantidos num ambiente com temperatura2d 2°C e luminosidade
controlada, proporcionando um ciclo claro-escurd 2dnoras. Todos os animais foram
submetidos a jejum, com a retirada da racdo ceecd dhoras antes do inicio do
experimento. Durante o experimento 0s animaisdiveivre acesso a ingestao de agua.
Os animais foram mantidos de acordo com as norntamacionais do Conselho de

Laboratério de Animais Experimentais (ICLAS).
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6. METODOS

6.1. Procedimentos éticos

Todos os experimentos foram realizados de acordoasonormas estabelecidas
pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animal dbotatorio (SBCAL) e com as
normas estabelecidas peMational Institute of Health Guide for Care and Usé
Laboratory AnimalsEste projeto foi aprovado pelo Comité de Eticaso de Animais
da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFB&), protocolo de numero
23076.018987/2012-82. Este projeto encontra-se entocdancia com as normas
vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605- 22t.e decreto 3.179- art. 17, de

21/09/1999, que trata da questédo do uso de anpagadfins cientificos.

6.2. Atividade anti-inflamatéria

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria desivados isoxazolina-
acilhidrazonas R-99 e R-123 foram utilizados asité&s de bolséo de ar subcutaneo,
edema de pata induzida por carragenina, dextramstantina e serotonina,
permeabilidade vascular induzida por acido acéipteurisia induzida por carragenina,

com determinacéao dos niveis de NO para o experovgnbolsédo de ar.

6.2.1. Bolsdo de ar subcutaneo

A inducdo de uma bolsa de ar no dorso dos camundoing feita através da
injec@o de ar estéril. No primeiro dia injetou-s& 2L de ar estéril no dorso do animal,
repetindo-se o procedimento apdés 72 horas. No gétim do ensaio 0s animais
receberam, por via oral, os derivados isoxazoleilidrazonas R-99 e R-123 nas
doses de 0,3, 3,0 e 30 mg/kg, indometacina (10 ghg/kum grupo controle recebeu o
veiculo (salina + DMSO 5%). Para inducao da inflgéeafoi injetado 1,0 mL de uma
solucdo de carragenina a 1% dentro da bolsa dmarhora apds a administracdo dos
compostos. Decorridas 6 horas apés a aplicacdgelteaflogistico, os animais foram

eutanasiados em camara de,COas bolsas lavadas com 3,0 mL de solucdo salina
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contendo EDTA como liquido de arraste. A contagentedcdcitos totais foi realizada
em analisador hematologico ABX micros 60 (KIM et aD06; GUERRA et al., 2011).
Os exsudatos foram centrifugados e o0 sobrenadaatelagdo a -20°C para andlise de
NO.

6.2.2. Determinacao dos niveis de 6xido nitrico

Para avaliar a producdo de o6xido nitrico (NO),caacentracdes de nitrito
(metabolito estavel do NO) foram medidas no soltt@nie do exsudato do bolsédo de
ar. Uma aliquota de 50 puL de amostra foi transéepdra uma microplaca e incubada
com 50 pL de reagente de Griess modificado (sudfiamda 1%, N-(1-naftil)
etilenodiamina dicloridrato 0,1%, s3AO; 5%) por 10 min em temperatura ambiente
protegido da luz. A absorbancia foi medida em 540am leitor de microplacas e a
concentracdo de nitrato foi calculada usando unmaacpadrdo de nitrito de sodio
(GIUSTARINI et al., 2008).

6.2.3. Edema de pata induzido por carragenina em gaindongos

Esta € uma metodologia que permite a observacdefeito sistémico da
substéancia teste através da inducéo de um estinfldmatoério local. Neste ensaio, 0s
animais receberam por via oral os derivados isdkaacilhidrazonas R-99 e R-123
na dose de 15 mg/kg, cada. A dose dos compostosséalhida de acordo com os
resultados do experimento anterior. O padréo atlbzfoi a indometacina (droga anti-
inflamatoria ndo esteroidal) na dose de 10 mg/kgr@po controle recebeu apenas o
veiculo (salina + DMSO 5%). Uma hora apoés o tratdmea inflamacéo foi induzida
por uma injecao intra-plantar (i.pl.) de 50 puL d®ragenina (1%) na pata posterior
direita (WINTER et al., 1962; HENRIQUES et al., I98Um volume igual de salina
(NaCl 0,9%) foi injetado na pata contralateral. @uwme da pata foi medido antes da
inducéo do agente flogistico e em 2, 4 e 6 horéas a@dministracdo de carragenina.

O volume do edema, em mililitros (mL), foi registoa através de um
pletismémetro (Ugo Basile, Itélia). A pata postedo animal foi submersa até a jungéo
tibio-tarsal, na camara de leitura do aparelho. dume de liquido deslocado foi

registrado digitalmente e correspondeu ao volumepat. Os resultados foram
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expressos como a diferenca de volume (mL) entrata que recebeu carragenina e a

pata contralateral que recebeu salina.

6.2.4. Permeabilidade vascular induzida por acidocgtico

Os efeitos das substancias testes no aumento daaegd@tidade vascular
induzida por &cido acético em camundongos forameraetados de acordo com o
meétodo descrito por Whittle, 1964. Cada amostraestudo foi administrada por via
oral. Para os animais do grupo controle foi adrtri@i® o veiculo (salina + DMSO
5%). Uma hora apés, os animais foram anestesiemibsuma solucdo associada de
cetamina e xilazina, (8:2; v/v), por via intrapengal. Imediatamente foi injetado no
plexo retro-orbital 0,2 mL/camundongo do corantailAde Evans a 1% (Sigma, St.
Louis, Missouri, USA). Em seguida, administrou-se L da solucdo de acido acético
(1%) na cavidade peritoneal. Ap6s um intervalo @en®utos, os camundongos foram
eutanasiados em camara de,C®cavidade peritoneal foi lavada com 2,0 mL deaa
e 0 exsudato foi coletado e centrifugado a 2000 dprante 10 min. A absorbancia do

sobrenadante foi lida em filtro de 610 nm com unotele microplaca (termo plate).

6.2.5. Edema de pata induzido por dextrana em camdongos

Neste ensaio, 0s animais receberam por via oraflessvados isoxazolina-
acilhidrazonas R-99 e R-123 na dose de 15 mg/kgdn.cA ciproheptadina, um anti-
histaminico, foi administrada via oral na dose dean/kg. O grupo que recebeu apenas
o veiculo (salina + DMSO 5%) foi utilizado como tmhe. Uma hora apos o
tratamento, a inflamacéo foi induzida por uma iagecpl. de 50 pL de dextrana (0,2%)
na pata posterior direita (PARRAT; WEST, 1958; WER et al., 1962). Um volume
igual de salina (NaCl 0,9%) foi injetado na patatcaateral. O volume da pata foi
medido antes da inducao do agente flogistico ela 68 minutos até a quarta hora apos
a administracéo de dextrana.

O volume do edema, em mililitros (mL), foi registoa através de um
pletismémetro (Ugo Basile, Itélia). A pata postedo animal foi submersa até a jungéo
tibio-tarsal, na camara de leitura do aparelho. dume de liquido deslocado foi

registrado digitalmente e correspondeu ao volumapat. Os resultados foram
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expressos como a diferenca de volume (mL) entr&ta que recebeu dextrana e a pata

contralateral que recebeu salina.

6.2.6. Edema de pata induzido por histamina em camdongos

Para verificar a participacéo da histamina no efétds compostos em estudo foi
realizado o edema induzido por histamina. Nestaienss animais receberam por via
oral os derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-%E23 na dose de 15 mg/kg, cada.
A ciproheptadina, um anti-histaminico, foi admirasta via oral na dose de 10 mg/kg.
O grupo controle recebeu apenas o veiculo (salitiVisO 5%). Uma hora apds o
tratamento, a inflamacéo foi induzida por uma iagecpl. de 50 pL de histamina (100
Hg) na pata posterior direita. Um volume igual déna (NaCl 0,9%) foi injetado na
pata contralateral. O volume da pata foi medidesda inducédo do agente flogistico e
em 15, 30, 60 e 90 minutos apos a administracimstamina.

O volume do edema, em mililitros (mL), foi registoa através de um

pletismémetro (Ugo Basile, Italia), como descritbegiormente.

6.2.7. Edema de pata induzido por 5-HT em camundoong

Para verificar se ha envolvimento de receptore§ J#bimecanismo de acao dos
derivados isoxazolina-acilhidrazonas foi utilizadcedema induzido diretamente por
este mediador. Neste ensaio, 0s animais recebasaoral os derivados R-99 e R-123
na dose de 15 mg/kg. O grupo controle recebeu aperaiculo (salina + DMSO 5%).
Uma hora apos o tratamento, a inflamacao foi irghupior uma injecéo i.pl. de 50 pL
de serotonina (100 pug) na pata posterior direitan. Wblume igual de salina (NaCl
0,9%) foi injetado na pata contralateral. O voluhaepata foi medido antes da inducéo
do agente flogistico e em 15, 30, 60 e 90 minupds a administragdo da serotonina.

O volume do edema, em mililitros (mL), foi registoa através de um

pletismémetro (Ugo Basile, Italia), como descritbegiormente.

6.2.8. Pleurisia induzida por carragenina

Os animais foram pré-tratados por via oral com esvddos isoxazolina-

acilhidrazonas R-99 e R-123 (15 mg/kg), dexame&&a$0r5 mg/kg) ou veiculo (salina
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+ DMSO 5%). ApO6s uma hora, os animais foram anistes com uma solucao
associada cetamina e xilazina (2:1; v/v). A plearisoi induzida pela injecao
intrapleural de 0,1 mL de carragenina (1%) (FROBIEDEIROS, 2001). Apds 4 h os
animais foram sacrificados, o torax aberto e adzale pleural foi lavada com 1,0 mL
de uma solucéo tampéao fosfato estéril contendorimepg0 UlI/mL). A contagem total

de leucdcitos foi feita em analisador hematol6giBX micros 60.

6.3. Atividade antinociceptiva

Para a avaliacdo da atividade antinociceptiva desvatos isoxazolina-
acilhidrazonas R-99 e R-123, os animais foram stidoga estimulo quimico, para a
realizacdo do teste de contor¢cbes abdominais iddsizbor acido acético, e estimulo

mecanico para a execucao do teste de alodinia madaduzida por carragenina.

6.3.1. Nocicepcéo induzida por acido acético

Neste ensaio 0s animais receberam tratamento poorai com os derivados
isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 na doséXeng/kg, ibuprofeno na dose de
10 mg/kg (substancia padréo) e o veiculo (saliBMSO 5%). Apés uma hora, o acido
aceético 1% foi injetado (0,1 mL/10g do peso do ahjnma cavidade peritoneal dos
animais para induzir contracdes da musculatura rabbdd e/ou alongamento dos
membros posteriores. Dez minutos ap0s a aplicagéaciio os camundongos foram
colocados em gaiolas de polietileno transparentede foram observados e registrou-se
0 numero de contor¢cdes abdominais durante 20 nsnAtporcentagem de inibicdo das
contor¢cbes abdominais foi calculada comparando diamée contor¢des do grupo
tratado com o a média do grupo controle (KOSTERB91GUERRA et al., 2011).

6.3.2. Alodinia mecéanica induzida por carragenina

A alodinia mecanica foi avaliada através do testedssao crescente na pata,
conhecido como método von Frey eletronico (MOLLERIg 1998). Os camundongos
foram colocados sobre uma plataforma com fund@lkdede arame durante 30 minutos

para a aclimatizacdo, sendo a reatividade basal @odinia mecanica avaliadas pelo
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contato da pata traseira com o analgesimetro digita Frey (CUNHA et al., 2004).
Deve-se aplicar, por entre as malhas da tela, onga finearmente crescente no centro
da planta da pata do camundongo até que o animdlizs uma resposta de retirada e
“sacudida” da pata estimulada. Os estimulos saetides até seis vezes, em geral até
gue o animal apresente trés medidas similares coenitida resposta de “sacudida”
apos a retirada da pata (GRAVA et al., 2010).

Para a avaliacdo da medida do limiar nociceptiv®,camundongos foram
tratados via oral com os derivados isoxazolinahaihzonas R-99 e R-123 na dose de
15 mg/kg, indometacina 10 mg/kg e com o veiculdin@dar DMSO 5%). Uma hora
depois, os animais receberam na pata direita, S@eudarragenina (1%). A medicdo da
alodinia ocorreu em intervalos de 60 minutos &# laora (QUINTAO et al., 2012).

6.4. Variaveis Analisadas

Neste estudo, foi analisada a migracao de leusdnibs testes de bolsédo de ar e
de pleurisia induzida por carragenina, e a prodagdO no teste de bolsdo de ar. Nos
testes de edema de pata induzido por varios agéotdsticos foram analisadas as
diferencas do volume da pata inflamada com a patdrazlateral. Nos testes de
atividade antinociceptiva, os animais foram subdosti a estimulos quimicos e
mecanicos no teste de contor¢bes abdominais inakizidr acido acético e no teste de

alodinia mecanica induzida por carragenina, regs@euente.

6.5. Analise dos Dados

Os experimentos de edema de pata induzido porsvagentes flogisticos, e de
alodinia mecanica induzida por carragenina foratatisicamente avaliados por meio
de analise de variancia (ANOVA) por duas vias sgguielo teste de Bonferroni com
intervalo de confianca de 95%, utilizando-se ovgafe Graph Pad prism. 5.0. Valores
de “p” menores que 0,05 (p<0,05) foram consideradosno indicativos de
significancia.

Os demais experimentos e a mensuragao da coné@nmtidg NO foram
estatisticamente avaliados através da analise dénue (ANOVA) de uma via,

seguido pelo teste de Newman-Keuls com intervaloahdianca de 99%, utilizando-se
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o software Graph Pad prism. 5.0. Valores de “p” ones que 0,01 (p<0,01) foram

considerados como indicativos de significancia.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Método do Bolsao de Ar Subcutaneo.

Os resultados da atividade anti-inflamatéria paste g¢este encontram-se na
tabela 2. Todos os compostos apresentaram atividatiénflamatéria indicada por
uma diminui¢do significativa na migracao celulaaiggo comparados ao controle. As
doses testadas de 3,0 e 30 mg/kg apresentaramatstieamente semelhantes ao

farmaco padrao, a Indometacina.

Tabela 2: Total de leucdcitos polimorfonucleares (média svite padréo) e percentual de inibicdo da
inflamacg&o dos grupos controle e tratados com dsad®s isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 no

teste de bolsao de ar subcutaneo.

Tratamento Dose (mg/kg) N° de leucécitos/mL 310 Initgigéo
Controle - 13,64 £ 0,50 . -
R-99 0,3 9,54 + 0,98* 30,1
3,0 8,02 + 0,95* 41,2
30 4,52 +1,24* 65,7
R-123 0,3 10,38 + 2,53* 23,9
3,0 7,46 +1,71* 45,3
30 7,14 + 0,61* 45,8
Indometacina 10 4,84 + 0,45* 63,3

*p < 0,01. Significativos apés andlise de variaf@dBlOVA) de uma via seguido pelo teste de Newmam&eom
intervalo de confianca de 99%, quando comparadasga controle.

O modelo experimental de bolsdo de ar é um imprtteste para estudar a
inflamacdo aguda. A administracdo de carragenimaviposubcutanea, na bolsa de ar,
induz uma rapida resposta inflamatéria caractesizguelos altos niveis de
prostaglandinas e leucotrienos no exsudato preséntearragenina € amplamente
utilizada por induzir a migracdo de neutroéfilosae fer uma intensa acao quimiotatica,
desencadeando uma inflamagé&o aguda associadaralddsé envolvendo liberacdo

sequencial de varios mediadores inflamatorios, copmw exemplo, histamina,
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serotonina, cininas, prostaglandinas e tromboxa®E0OGNAMILLO-SZABO,
BECHARA; CUNHA, 2005, ROCHA et al., 2007).

Esse protocolo experimental tem sido usado p@naslhar-se histologicamente
com a membrana da cavidade sinovial e quando iddwzinflamacao por uma injecao
de carragenina a reacao é semelhante a observadm@nmflamacéo sinovial cronica,
a artrite reumatoide (SEDGWICK; LEES, 1986). Padtofdas substancias testadas
neste trabalho terem apresentado resultados praness$i0 teste do bolsédo de ar,
acredita-se que estes compostos podem ser potegaiadidatos a farmacos
antiartriticos.

Para a realizacao de testes posteriores foi edeothdose de 15 mg/kg por ser
intermediaria e ter apresentado uma melhor uniftee e reprodutibilidade nos

resultados. Essa dose foi escolhida baseada es teatizados anteriormente.

7.1.1.Determinacao dos niveis de 6xido nitrico

Os grupos tratados com R-99 e R-123 reduziramfgigtivamente os niveis de

NO em todas as doses testadas quando comparadasgeapo controle (Figura 10).
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Figura 10: Concentragdo de NO dos grupos R-99 e R-123 em exata no teste de bolsdo de arfp < 0,01.
Significativos apos analise de variancia (ANOVA)ulea via seguida pelo teste de Newman-Keuls coenvialio de
confianca de 99%, quando comparados ao grupo ¢éentro

A formacao do 6xido nitrico foi verificada atravds dosagem dos produtos de

oxidacdo estdveis do seu metabolismo (nitritos). pRacesso inflamatério o NO é
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produzido principalmente pela iINOS, que € induzidar varios mecanismos
relacionados com as citocinas inflamatodrias (lxNEL-1 e TNF+#), e esté relacionado
com a vasodilatacdo que ocorre nas fases iniciaigprdcesso. E encontrada em
macrofagos, neutroéfilos e plaquetas (VANNI et2007).

Na literatura derivados de isoxazolina representama importante classe de
agentes anti-inflamatoérios (HABEEB et al., 20013tUglos realizados por Basappa et al.
(2004) e Park et al. (2006) demonstraram que edsegados podem ser potentes
inibidores da fosfolipase A2 (PLA2) apresentand@uooa reposta inibitéria da enzima
tantoin vitro como no modelo de edema de pata. Habeeb e coffmisode@monstraram
gue os seus derivados exibiram uma potente e\selkgividade inibidora da COX-2 e
excelente atividade analgésica.

Moléculas com a funcao acilhidrazona sdo amplamesneebidas e estudadas
como novos candidatos a farmacos anti-inflamatoeicsnalgésicos (CUNHA et al,
2002; SILVA et al.,, 2010; UNSAL-TAN et al., 2010Estudos realizados por
Hernandez et al. (2012) demonstraram que derivatibidrazonicos inibem a
producdo de NKB e IL-8,in vitro, e LOX, COX-1, COX-2 e IL-8, em ensaiosVivo,
apresentando também atividade antinociceptiva.

Portanto, para dar prosseguimento a pesquisa, iicaercomo agem O0S
compostos testados por nosso grupo, realizamosdelmexperimental de edema de

pata induzido por diferentes agentes flogisticos.

7.2. Edema de pata induzido por carragenina

Os animais que receberam injecéo intraplantar dagenina tiveram inducao
de edema, verificado pelo aumento no volume dasspmpie receberam o estimulo em
diferentes intervalos de tempo. O grupo de animeagstratados apenas com veiculo
(salina + DMSO 5%) apresentou edema significativamenaior quando comparado
com 0s grupos tratados com os compostos isoxazatiftidrazonas R-99 e R-123 ou
indometacina nos tempos correspondentes. O compb8® foi capaz de diminuir o
edema causado pela carragenina, em todos os tesbpesvados, enquanto o R-123

nao apresentou diferenca significativa em comparagégrupo controle (Figura 11).
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Figura 11. Efeito dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-98 R-123 (15 mg/kg, v.0.) e indometacina (10
mg/kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por ragenina em camundongosOs resultados representam a
variacdo do edema de pata, onde cada ponto refes@dia E.P.M. de 5 animais por grugp. < 0,05.
Significativos apds analise de variancia (ANOVA)r puas vias seguido pelo teste de Bonferroni quando
comparados ao grupo controle.

Neste modelo de edema de pata realizado em camgwsionm derivado
isoxazolina-acilhidrazona R-99 reduziu de maneigaificativa o volume do edema
apresentando uma inibicdo estatisticamente simailandometacina, enquanto que o
derivado R-123 n&o apresentou reducéo do volunpatdaedemaciada.

O edema de pata induzido por carragenina em rait#s associado com a
producdo de diferentes mediadores inflamatoriosluimdo histamina, serotonina,
bradicinina, 6xido nitrico e prostaglandinas, diljaracéo é intimamente associada com
a migracao de leucocitos para o sitio inflamat{FiBANCA et al., 2001; HAJARE et
al., 2001). E caracterizado pela liberacdo seqakdei mediadores inflamatorios: nos
primeiros 90 minutos ocorrem a liberacdo concortetase histamina e serotonina
(responsaveis pela vasodilatacdo e aumento da gkilidade); a segunda fase, que se
estende até aproximadamente 150 minutos € desaaeager cininas (induzindo um
aumento na permeabilidade dos vasos sanguineog)iamo na terceira fase que
comeca a partir de 150 minutos, ocorre a libera®Gs com um pico maximo na
terceira hora (ocorrendo infiltragdo macica de deitos polimorfonucleares) (DI
ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971; POSADAS et al., 200
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O edema de pata induzido por carragenina em camgodp embora menos
sensivel, também responde a este agente flogidismdos demonstraram que o
extravasamento de albumina nos camundongos conpipuamais de 24h apds o
estimulo. O edema de pata induzido por carragesmim@amundongos € desenvolvido
em duas fases caracteristicas: a 12 fase (0 —, 24ah22 fase (ap6s 24 h). Durante a 12
fase os neutrdfilos sdo as células predominantelasesdo potencialmente capazes de
liberar agentes inflamatérios como a histamina, oteeina, bradicinina e
prostaglandinas (HENRIQUES et al., 1987). O prazekssinibicdo do edema envolve
mecanismo relacionado com a sintese de PGs, senguacavel a acdo exercida pelos
AINEs, onde a via da COX é inibida impedindo a fagdio de PGs. O farmaco padréo
de referéncia para nosso modelo experimentalifei@nmetacina (BOTTING, 2006).

7.3. Permeabilidade Vascular Induzida por Acido Actico

Com o intuito de avaliar a participacdo de aminasogtivas na resposta anti-
inflamatoria dos derivados foi feito o teste denpesbilidade vascular. Os compostos
isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 produzinama significativa inibicdo da
permeabilidade vascular induzida por &cido acéitorelacdo ao grupo controle. Os
derivados ndo apresentaram diferenca significaivae si, apresentando inibicdo da
permeabilidade similar da indometacina (Figura 12).
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Figura 12: Efeito dos compostos isoxazolina-acilhidrazonas R399 e R-123 no teste da
permeabilidade vascular induzida por acido acético*p < 0,01. Significativos apés andlise de
varidncia (ANOVA) de uma via seguido pelo testeNBvman-Keuls com intervalo de confianca de

99%, quando comparados ao grupo controle.
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Com a finalidade de avaliar a acdo dos derivadbsamlina-acilhidrazonas na
liberacdo de aminas vasoativas (histamina, bradainserotonina) e formacéo de
edema, utilizou-se o teste de permeabilidade vasdotiuzida por acido acético. Os
derivados R-99 e R-123 produziram significativabigdio da permeabilidade vascular.
Este efeito provavelmente envolve a diminuicaalmerdcdo de aminas vasoativas, com
consequente reducao do edema. A indometacinailisadt como farmaco padréo.

Para comprovar a acao desses derivados sobreachbede aminas vasoativas
foram realizados modelos experimentais de edempaatke induzidos por dextrana,

histamina e 5-HT.
7.4. Edema de pata induzido por dextrana, histamina 5-HT

Os animais que receberam injecao intraplantar deérade na pata direita
traseira tiveram inducdo de edema, verificado pelmento no volume das patas que
receberam o estimulo em diferentes intervalos dede O grupo de animais pré-
tratados com veiculo apresentou edema significativdée maior que os demais grupos
tratados com os compostos R-99 e R-123 ou ciprabde@t. O R-99 foi capaz de
diminuir o edema associado a injecdo intraplaneadextrana, em todos os tempos
observados, porém o R-123 s apresentou inibic@erogira e quarta hora (Figura 13).
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Figura 13. Efeito dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-98 R-123 (15 mg/kg, v.0.) e ciproheptadina (10
mg/kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por dieana em camundongos.Os resultados representam a
variacdo do edema de pata, onde cada ponto refesedia E.P.M. de 5 animais por grugp. < 0,05.
Significativos apds analise de variancia (ANOVA)r puas vias seguido pelo teste de Bonferroni quando
comparados ao grupo controle.
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O edema de pata induzido por dextrana envolve gral@slacédo de mastoécitos, e
consequentemente a liberacdo de histamina e sgr@tass quais contribuem para
aumentar a permeabilidade vascular e o extravasantenfluido (PARRAT et al.,
1957; BASTOS et al.,, 2001). Os derivados R-99 e2R-dpresentaram inibicdo do
edema de pata induzido por dextrana. Dessa forrmpassivel associar a atividade
antiedematogénica da droga com a interferénciaimaseg/liberacdo ou bloqueio das
acOes da histamina e/ou 5-HT.

Com o objetivo de aprofundar esse estudo e varifjoal o mecanismo de acéao,
realizamos o edema de pata induzido diretamenthig@mina e serotonina.

Os animais que receberam injecéo intraplantar starhina tiveram indugéo de
edema, verificado pelo aumento no volume das pgtasreceberam o estimulo em
diferentes intervalos de tempo. O grupo de animpeéstratados com R-99 e R-123 na
dose de 15 mg/kg tiveram diferenca estatisticaquiisze primeiros minutos quando
comparado ao veiculo (Salina + DMSO 5%), demondtrafque 0s compostos séo
efetivos em reduzir o edema de pata induzido taimina (Figura 14).
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Figura 14. Efeito dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-98 R-123 (15 mg/kg, v.0.) e ciproheptadina (10
mg/kg, v.0.), sobre o edema de pata induzido por dtamina em camundongosOs resultados representam a
variacdo do edema de pata, onde cada ponto refesedia E.P.M. de 5 animais por grugp. < 0,05.
Significativos apds analise de variancia (ANOVA)r puas vias seguido pelo teste de Bonferroni quando
comparados ao grupo controle.

Os animais que receberam injecao intraplantar ¢ Siveram inducéo de
edema verificado pelo aumento no volume das patasrgceberam o estimulo em

diferentes intervalos de tempo. O composto R-128eguiu diminuir o volume do
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edema em todos os tempos observados quando com@araeticulo (salina + DMSO
5%) demonstrando assim que foi mais efetivo emzieduedema de pata induzido por
5-HT do que o composto R-99 que apenas inibiu mmad® tempo 30 min (Figura 15).
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Figura 15. Efeito dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-98 R-123 (15 mg/kg, v.0.) sobre o edema de pata
induzido por serotonina em camundongosOs resultados representam a variacdo do edemataeopale cada
ponto representa média E.P.M. de 5 animais porogrpp< 0,05. Significativos apds analise de variaf@blOVA)

por duas vias seguido pelo teste de Bonferroni quaathparados ao grupo controle.

Essas substancias desempenham importante papeltenacd do tonus e
permeabilidade vascular, contribuindo para o easamento de fluidos. O derivado R-
99 apresentou inibicdo no edema induzido por histanporém néo reduziu o edema
induzido por 5-HT, enquanto que o R-123 apresemitnicdo do edema induzido por
ambos os agentes. Cole et al. (1994) mostraram dyogas bloqueadoras dos
receptores de 5-HT reduzem a formacao de edemadoripela serotonina, e que este

efeito é mais evidente com os bloqueadores espegifie receptores 5-HT

7.5. Pleurisia induzida por carragenina.

Os resultados da atividade anti-inflamatoéria pekie da pleurisia induzida por
carragenina encontram-se na tabela 3. Todos osastagpapresentaram atividade anti-
inflamatoria indicada por uma diminuicdo signifigat na migracdo celular quando
comparados ao grupo controle. Nao ha diferencafis@gnte entre os dois derivados

isoxazolina-acilhidrazonas. Os compostos R-99 e2R-bha dose de 15 mg/kg
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apresentaram inibicdo de 81,9 e 79,7 %, res@auante, sobre a migracao

leucocitaria na cavidade toracica.

Tabela 3: Total de leucdcitos polimorfonucleares (média +vaepadrdo) e percentual de inibicdo da
inflamacgédo dos grupos controle e tratados com ggaids isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 no

teste de pleurisia induzida por carragenina.

Tratamento Dose (mg/kg) N° de Leucdcitos/mL Inibicdo
(x10°) %
Controle - 11,42 +1,12 -
R 99 15 2,06 +£0,11* 81,9
R 123 15 2,32 + 0,66* 79,7
Dexametasona 0,5 3,88 +0,13* 66,0

*p < 0,01. Significativos apés andlise de variarf@dBlOVA) de uma via seguido pelo teste de Newmam&eom
intervalo de confianca de 99%, quando comparadgsgm controle.

A pleurisia esta associada a uma acentuada reaff@mnatoria, nas vias
respiratorias, semelhante ao que ocorre na asmarfaufDALMARCO; FRODE,
2007). Estudos anteriores demonstraram que a gikeumduzida por carragenina em
ratos constitui um interessante modelo experinhetdeacterizado por duas fases
distintas: uma no inicio (4 h) caracterizada pelzeracdo de mediadores quimicos
como a histamina, bradicinina e prostaglandinasunea fase tardia (48 h), que
envolve principalmente PAF e leucotrienos. Na prieméase ocorre um aumento de
leucdcitos polimorfonucleares, da atividade dareazinieloperoxidase, dos niveis dos
metabdlitos do oxido nitrico (nitrato e nitrito)xseidacdo em nivel local e ainda h&a a
participacdo de citocinas do tipo pro-inflamatorigPALMARCO, FRODE,
MEDEIRQOS, 2004; DA SILVA, FARGES, FRODE, 2004; KO@ al., 2006).

Portanto, os resultados do presente estudo suggquema atividade anti-
inflamatdria do composto R-99 estd relacionada @addade de inibir a acdo da
histamina, e provavelmente das prostaglandieaguanto que o R-123 parece inibir
processos inflamatorios suprimindo a acéo e/oudg@® de aminas vasoativas. Apesar
do derivado R-123 possuir atividade na inibicdardgracdo leucocitaria nos modelos
de bolséo de ar e pleurisia, ele ndo apresentaidade no edema de pata induzido por
carragenina, a hipotese mais provavel seria acébia via 5-LOX, consequentemente
inibindo a producédo de LTB4, entretanto estudoges@sta enzima serdo realizados

para confirmar esta hipotese.
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7.6. Nocicepcao Induzida por Acido Acético

Para avaliar o possivel efeito antinociceptivo desivados R-99 e R-123 o
modelo de contor¢cbes abdominais foi utilizado camegem em varias doses, cuja
finalidade foi comprovar o efeito antinociceptivodefinir a dose que apresenta a
melhor resposta na inibicdo do numero de contor¢Oss resultados da atividade
antinociceptiva dos derivados isoxazolina-acilidreas no teste de nocicepgao
induzida por acido acético estdo demonstradoshbedatal. As substancias testadas, R-
99 e R-123 nas doses de 7,5, 15, 30 e 60 mg/kggweraim reducao significativa no
namero de contor¢bes abdominais em comparacadougpom gontrole e nenhuma das
doses apresentaram diferencas significativas empa@pado ao farmaco padréo,
ibuprofeno. Essa reducdo ao estimulo algico dooaedético demonstra que 0s
derivados em estudo possuem atividade antinoci@efyénte a nocicepcao visceral.

A dose escolhida para a realizacao de testes oetefoi a de 15 mg/kg, por
ser uma dose intermediaria e ter apresentado umdnomauniformidade e

reprodutibilidade nos resultados.

Tabela 4: NUmero de contor¢cdes abdominais (média + desvibydod e percentual de inibicdo dos

derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123%este de contor¢des abdominais induzido por acido

acético
Tratamento Dose (mg/kg) Contor¢des Abdominais  Inibicao
(n°/20 min) %
Controle - 82,4+3,0 -

R-99 7,5 28,4 +4.3* 65,5

15 26,4 + 3,8* 68,0

30 24,8 + 3,0* 69,9

60 34,4 +2,4* 58,3

R-123 7,5 22,6 +2,8* 72,6

15 25,2 +4.9* 69,4

30 35,4 +4,0* 57,0

60 34,8 + 3,9* 57,8
Ibuprofeno 10 27,4 +1,1* 66,7

*p < 0,01. Significativos apés andlise de variaf@dllOVA) de uma via seguido pelo teste de Newmam&eom
intervalo de confianca de 99%, quando comparadgsgm controle.
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Neste modelo avalia-se a acdo analgésica por damog@nica (periférica),
central ou inflamatoria, de maneira ndo especificam modelo sensivel a substancias
analgésicas de acgdo central ou periférica dotasandis variados mecanismos de agéo
(SHAFIEE et al., 2003; CERVERO; LAIRD, 1999). O deiacético causa a liberacao
de mediadores endégenos como PE6HEPGEFa, histamina, bradicinina e serotonina,
além de estimular as terminagcdes nervosas diretanpeta reducdo do pH (FRANCA
et al.,, 2001, GUO et al.,, 2008). Contudo, a inibiggu reducdo do numero de
contorcbes abdominais em resposta ao acido acébbbida com uma variedade muito
grande de substancias, agindo de diferentes maneai@mo por exemplo: anti-
inflamatérios  nado-esterdidais, anticolinérgicos, rcofcos, anti-histaminicos
bloqueadores de receptores H1 e H2 e anticonvakesdSTEPANOVIC-PETROVIC
et al., 2008; ZANBOORI et al., 2008). Dessa formdeste € caracterizado pela baixa
especificidade de resposta a um tipo especificdrdga, além de sofrer influéncia de

substancias que comprometem a habilidade motoraat@los animais em teste.

7.7. Alodinia Mecénica Induzida por Carragenina

Objetivando verificar os efeitos dos nossos congsodtente a resposta
hipernociceptiva de origem inflamatdria, realizanmsnodelo de alodinia mecéanica
induzida por carragenina. A injecdo i.pl. de caeraga foi capaz de induzir alodinia
mecanica na pata de camundongos, induzindo a lgpsia mecanica plantar de forma
significativa. Observa-se que o tratamento dos aisimom os derivados isoxazolina-
acilhidrazonas R-99 e R-123, quando administra@odase de 15 mg/kg foi capaz de
reduzir de maneira significativa a frequéncia dgpostas ao estimulo mecanico, quando
comparados com o grupo pré-tratado apenas comcalogsalina + DMSO 5%). A
indometacina também foi capaz de inibir a hiperemido mecéanica induzida pela
carragenina (Figura 16).
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Controle
Indometacina 10 ma/ky

-
--

51 =+ R-99 15 mg/kg
-

R-123 15 mg/kg

* X %

14 *
%

1 3
Tempo (h)

Intensidade da hipernocicepgio
(A do limiar de retirada, g)

[T
CF] -

Figura 16. Efeito dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-98 R-123 (15 mg/kg, v.0.) e Indometacina (10
mg/kg, v.0.), sobre a hiperalgesia mecénica plantanduzida por carragenina em camundongosOs resultados
representam a variacdo do limiar da retirada da eat gramas (intensidade da hiprnocicepc¢do), oada ponto
representa média E.P.M. de 5 animais por grgpa 0,05. Significativos ap6s andlise de varian@bOVA) por
duas vias seguido pelo teste de Bonferroni quanchpamados ao grupo controle.

Os efeitos apresentados pelos compostos testad69, &R R-123, frente a
resposta hipernociceptiva foram significantes, detrando que possuem atividade
modulando a resposta nociceptiva sobre as fibraseAC. Essa atividade pode ser
possivel devido a inibicdo de mediadores quimiags auam sobre esses receptores,
como a histamina, serotonina, NO e prostaglandinas.

O método algesimétrico do von Frey eletronico dizatio para determinar
parametros como limiar tactil e limiar mecéanicoineptivo (HARTRICK et al., 1997,
STUBHAUG et al.,, 1997; PEDERSEN et al., 1998). @edelos experimentais
baseados em testes mecanicos permitem a avaliacaondento da sensibilidade do
nociceptor a estimulos in6cuos (alodinia) ou nceiffoperalgesia).

Portanto, para a elucidacdo do mecanismo de agéioeptivo dos derivados
isoxazolina-acilhidrazonas faz-se necesséario aizegdlo de testes que envolvam
receptores de acao central e neurogénicos.

Em conjunto, os dados obtidos nos experimentosramstiue 0s compostos
isoxazolina-acilhidrazonas testados apresentam ripdgules anti-inflamatorias e
antinociceptivas promissoras. A atividade antianfatoria foi evidenciada pela
diminuicdo da migragéo celular em varios modelgsegrmentais, e sua atuagao talvez

se deva pela diminuicdo do NO, além da inibicatilsmacdo de aminas vasoativas. O



78

efeito antinociceptivo apresentado pelos compogtagece envolver mecanismos

periféricos e mecanicos, atuando na dor inflamatori
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8. CONCLUSOES
De acordo com os resultados obtidos neste estudkmpums concluir que:
Isoxazolina-acilhidrazona R-99:
Q O derivado isoxazolina-acilhidrazona R-99 apresentatividade anti-
inflamatoria frente aos experimentos de bolsdo dsulcutaneo e pleurisia
induzida por carragenina, com reduc¢do significati@anigracdo leucocitéria;

O O derivado R-99, em todas as doses testadas, afimoducdo de 6xido nitrico;

O O derivado isoxazolina-acilhidrazona R-99  apresentoatividade

antiedematogénica no modelo do edema de pata dwpar carragenina,;

0 O derivado em estudo inibiu significativamente anpmbilidade vascular
induzida por acido acético;

O O derivado R-99 apresentou inibicdo no edema iddudextrana e histamina,
sem apresentar atividade no modelo induzido porT5-¢fmonstrando que
possui atividade inibitéria sobre a acéo/liberagd@distamina;

O Os resultados nos testes de acido acético e aodiicanica induzida por

carragenina indicam que o composto R-99 possudatie antinociceptiva,

O Os resultados nos testes de acido acético e aodiricanica induzida por
carragenina sugerem que o0 composto em estudo @tuageanismos periféricos

e mecéanicos, atuando na dor inflamatéria.
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Isoxazolina-acilhidrazona R-123:

0 O derivado isoxazolina-acilhidrazona R-123 apresentatividade anti-
inflamatoria frente aos experimentos de bolsdo dsulcutaneo e pleurisia

induzida por carragenina, com reducao significati@anigracéo leucocitaria;

O O derivado R-123, em todas as doses testadasuy inilproducdo de Oxido

nitrico;

O O derivado isoxazolina-acilhidrazona R-123 nao sgmou redugédo do volume

da pata edemaciada no modelo do edema de patadaoguor carragenina;

0 O derivado em estudo inibiu significativamente anpabilidade vascular

induzida por acido acético;

O O derivado R-123 inibiu significativamente a forrdaglo edema nos modelos
induzidos por dextrana, histamina e, principalmerieHT, demostrando

atividade sobre essas aminas vasoativas;

O Os resultados nos testes de acido acético e aodiicanica induzida por

carragenina indicam que o composto R-123 possudatie antinociceptiva,

O Os resultados nos testes de acido acético e aodimicanica induzida por
carragenina sugerem que o0 composto em estudo @tuagganismos periféricos

e mecanicos, atuando na dor inflamatéria.
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