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RESUMO

dos Santos, Ewerton Alves Portela. Estudo do perfil antinociceptivo e anti-
inflamatério de derivados N-acilidrazénicos inddlicos homdélogos do protétipo
LASSBIo0-651.

A inflamacdo é um complexo processo fisiopatoldégico, envolvendo interacdes
intercelulares que resulta na liberacdo de diversos mediadores quimicos e,
consequentemente, na formacdo dos sinais cardinais. Com o intuito de reduzir
efetivamente o impacto causado pelas alteracBes atribuidas a inflamacéo, o
Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio®) utilizou a
homologacao para otimizar o perfil antinociceptivo e anti-inflamatério do prototipo
LASSBI0-651 cuja estrutura € composta por dois fragmentos privilegiados, o indol e
a N-acilidrazona (NAH), passiveis de interagir com mais de um alvo atuante na
génese do processo inflamatério. A maioria dos compostos N-acilidrazénicos
inddlicos avaliados apresentou atividade antinociceptiva no modelo de contorcéo
abdominal. Ademais, os compostos LASSBIi0-1245, LASSBIi0-1246, LASSBio-1248 e
LASSBI0-1249 tiveram efeito quase duas vezes superior que seus analogos de
origem, sendo que estes dois Ultimos apresentaram DEs inferior a 10 umol/kg logo,
a bis-homologacéo otimizou o efeito antinociceptivo do protétipo do LASSBIio-651.
Além disto, o modelo de placa quente indica que o LASSBIi0-1248 nao diminui a
nocicepcdo em alvos localizados a nivel central. Ja o ensaio de edema de pata de
rato induzido por carragenina mostrou que a maioria das substancias testadas
reduziram a formacdo da resposta edematogénica durante a segunda hora de
avaliacdo. Dentre estes compostos, o0 LASSBIio-1249 destacou-se com poténcia de
aproximadamente 18 pumol/kg e efeito maximo de 51% de inibicdo comparado ao

grupo-controle. Ademais, o ensaio de hipernocicepcao térmica indica que o
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substituinte 2-furila € um grupamento auxoférico importante para a atividade anti-
hipernociceptiva, como o LASSBIi0-1248 cujo perfil ndo estatisticamente diferente do
derivado LASSBIo0-651. Dentre outros fatores, os neutréfilos tem funcdo importante
na promocao da resposta hipernociceptiva, assim como o TNF-a. A avaliagdo da
atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO), mostrou que os derivados NAH
inddlicos anti-hipernociceptivos avaliados diminuiram a migracao de neutréfilos para
o tecido inflamado na mesma magnitude do farmaco de referéncia, a indometacina
(Ca. de 50%). Os niveis de TNF-a foram avaliados com o intuito de verificar se 0s
derivados anti-hipernociceptivos seriam capazes de reduzir a producdo desta
citocina. LASSBIi0-1248 e LASSBIi0-1247 diminuiram a producdo de TNF-a em niveis
68% e 94% menores que 0 grupo-controle, respectivamente. Estes dois Ultimos
experimentos permitem sugerir que alguns compostos NAH inddlicos atenuam a
hipernocicepcdo por reduzir a migracdo de neutrofilos e a producdo de TNF-a.
Ainda, os compostos NAH indolicos néo provocam lesdes ulcerativas gastricas. Sem
mais, o estudo do perfil antinociceptivo e anti-inflamatério de derivados N-
acilidrazonicos inddlicos homologos do prototipo LASSBIio-651 mostrou que a
homologacdo foi uma estratégia adequada para a obtencdo de protétipos de
farmaco com melhor perfil antinociceptivo e anti-inflamatério que o prototipo
LASSBI0-651.

Palavras-chave: Inflamacdo. Derivados N-acilidrazénicos inddlicos. Quimica

Medicinal.
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ABSTRACT

dos Santos, Ewerton Alves Portela. Study of antinociceptive and anti-inflammatory
profiles of N-acilhydrazone indolic compounds homologous from LASSBIio-651.

Inflammation is a complex physiopatologic process involving intercellular
interactions which trigger the release of several inflammatory mediators that in turn
give rise to the initial cardinal sings. Aiming to reduce the impact of the inflammatory
process the Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBI0®) has used the homologation in order to optimize the antinociceptive and
anti-inflammatory effects of lead-compound LASSBIio-651. This compound has got
two privileged structures the N-acilhydrazone (NAH) and indole scaffolds. They might
provide useful ligands for diverse receptors, being able to interact to more than one
target in the genesis of the inflammatory process. Most of the NAH indolic
compounds have demonstrated antinociceptive effect in abdominal constrictions
bioassay. In addition, LASSBIio-1245, LASSBIio-1246, LASSBIi0-1248 and LASSBio-
1249 compounds have shown off almost twice more effective results than their
analogues while these two last compounds have EDso lower than 10 umol/kg so,
homologation strategy was able to optimize the antinociceptive effect in comparison
with LASSBIio-651. Furthermore, the hot plate test points out the LASSBIi0-1248
being not able to reduce the nociceptive response linked with targets at CNS. The rat
paw oedema assay evoked by carrageenan has shown us that the most of the
compounds reduced the edematogenic process at the second hour of evaluation.
Among these compounds, LASSBI0-1249 has stood out because its EDsg is nearly
18 umol/kg and the maximum effect equivalent to 51% of inhibition comparing with

vehicle-group. Besides, thermal hypernociception assay points to 2-furil being an
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important auxophoric group for an anti-hypernociceptive activity as in LASSBi0-1248
whose anti-hypernociceptive profile has been statistically different from LASSBio-
651. Among others, neutrophils have got an important function in hypernociceptive
response as well as TNF-a cytokine. The evaluation of MPO activity has shown that
NAH indolic anti-hypernociceptive compounds were able to reduce the neutrophil
migration in the inflamed paw in the same way that indomethacin, nearly 50%. The
TNF-o’s levels were measured in order to check if the anti-hypernociceptive
compounds were able to interfere with this cytokine production. So LASSBIi0-1248
and LASSBIo-1247 reduce the production at levels of 68% and 94% lesser than
control group, respectively. In addition, NAH indolic compounds do not induce
ulcerative gastric injuries. In summary, the evaluation of antinociceptive and anti-
inflammatory profiles of NAH indolic compounds homologous of the lead LASSBIo-
651 has shown us that homologation was appropriate to gain new leads with better
antinociceptive and anti-inflammatory profiles than LASSBio-651 prototype.

Keywords: Inflammation. N-acilidrazones indolic compounds. Medicinal chemistry.
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1.1 O PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatorio € uma reacdo complexa que acontece em humanos e
em outros vertebrados, induzido por agentes nocivos de origem endogena, como
fratura ou tecidos em necrose; ou exdgena como infeccbes (bacterianas, virais ou
parasitarias), trauma (contuso ou penetrante), agentes fisicos (queimaduras ou
congelamento) e quimicos (radiacdo e algumas substancias quimicas ambientais)
(RAJAKARIAR et al., 2006; ROBBINS & COTRAN, 2004).

Fisiologicamente, estas reacOes sao caracterizadas pela migracdo das
proteinas séricas e leucdcitos presentes no sangue para o tecido extravascular. Este
movimento € coordenado por diversos mediadores quimicos como aminas
vasoativas, eicosandides e citocinas que contribuirdo para o surgimento dos sinais
cardinais da inflamacao. Estes sinais foram descritos primeiramente por Celsus no
século | depois de Cristo e sdo tipicamente mais proeminentes no processo
inflamatério agudo que no crénico e representam o (a): rubor, calor, edema, dor e
perda da funcdo. O surgimento destes sinais é ocasionado pela vasodilatacéo local
gque aumenta o fluxo sanguineo na éarea inflamada (rubor e calor) e,
concomitantemente, aumenta a permeabilidade vascular (edema). A inflamacao
aguda tem inicio rapidamente apos o estimulo nocivo e pode ter duracdo de minutos
a alguns dias, que além dos fatos mencionados, envolve o recrutamento celular,
principalmente, de neutréfilos (LAWRENCE et al., 2002; SERHAN et al., 2008).

Este conjunto de alteracdes fisiolégicas que caracteriza a inflamacao é um
sistema de reparo cujo objetivo consiste em isolar e remover o agente causador do
desequilibrio local e restaurar a funcdo do tecido afetado durante a fase de
reparacao (CLAUDINO et al., 2006).

A tentativa de curar e reparar o local danificado comeca nas fases iniciais da
inflamacdo que é caracterizada pela substituicdo do tecido afetado por células
parenguimatosas nativas regeneradas, pelo preenchimento com tecido fibroso
(cicatrizagdo) ou pela combinacdo destes dois processos, que geralmente é
finalizado depois da neutralizacdo da influéncia nociva (ROBBINS & COTRAN,
2004).
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1.1.1 Aformacéo do edema

O endotélio vascular tem um papel importante na manutencdo da funcéo
normal vascular secretando fatores anticoagulantes, respondendo e participando do
processo inflamatorio, prevenindo a perda de volume do sangue e seus constituintes
e regulando o tbnus vascular. Além do mais, forma a interface entre o sangue e 0s
tecidos subjacentes, controlando o extravasamento de solutos, macromoléculas e
células brancas do plasma entre os dois ambientes (SURAPISITCHAT et al., 2007;
van HINSBERGH & AMERONGEN, 2002). Esta barreira € dindmica e altamente
suscetivel a diversos estimulos fisiopatologicos.

Contudo, em condicbes patolégicas associadas a inflamacao, o endotélio
torna-se mais permeavel a macromoléculas gracas a formacdo de pequenos
espacos entre ou através das células no local da injuria (van HINSBERGH &
AMERONGEN, 2002).

A principio, existe um ténue equilibrio entre forcas centripetas, forcas que
garantem o espalhamento das células e aquelas opostas ao colapso celular. O
primeiro evento culmina na contragdo da actina e miosina e resultara na tensao das
fibras. Ainda, muitos fatores desencadeiam a reorganizacdo do fendtipo celular e
sao considerados caracteristicos para o estado de contratilidade ativado. Um destes
fatores, a fosforilacdo da cadeia leve de miosina (MLC), depende da ativacdo da
MLC quinase (MLCK) a qual € regulada pela calcio-calmodulina. (BOGATCHEVA &
VERIN, 2009). A elevacdo da concentracdo do Ca*® no citossol contribui para a
reorganizagdo do citoesqueleto celular através da contracdo dependente de MLC
(TIRUPPATHI, et al., 2003).

O Ca* é um segundo mensageiro essencial nas células dos mamiferos.
Alguns mediadores inflamatérios ao interagir com seus receptores acoplados a
proteina G promovem aumento da permeabilidade vascular por elevar a
concentracdo intracelular de Ca*? ([Ca™¥i), através de uma variedade de eventos
bioquimicos. A inducéo do aumento da [Ca*?]i pode ocorrer de duas maneiras: pela
liberacdo de Ca*? intracelular armazenado e a outra pela entrada de Ca*? na célula
do meio extracelular através de canais de Ca*® existente nas membranas
(TIRUPPATHI, et al., 2003).
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O 1,4,5-trifosfato inositol (IP3) € o produto da reacéo de hidrélise do fosfatidil
inositol 4,5-bifosfato de membrana que interage com receptores especificos
localizados na membrana do reticulo endoplasmatico. A ativacdo destes é
dependente do IP3 e do Ca* e resulta na liberacdo de Ca*® para o citoplasma
intermediado por um processo passivo. Além disto, existe a possibilidade dos
receptores de IP3 acoplarem-se a canais de Ca'® da membrana que podem ser
abertos gradualmente por um processo chamado de liberacdo de Ca*? induzida por
Ca*®. Ainda, h4 uma terceira possibilidade de liberacdo de Ca™ contido no reticulo
endoplasmatico que ocorre através da acao do proprio cétion sobre os canais de
Ca'? (FOSKETT et al., 2007).

Estudos mostram que a descontinuidade da integridade da camada
simplificada das células endoteliais ocorre em resposta a uma variedade de
mediadores inflamatorios e produtos de neutréfilos ativados, resultando na formacéo
de pequenas aberturas (BOUEIZ & HASSOUN, 2009). Logo, 0 extravasamento em
vasos sanguineos de pequeno calibre pode variar de acordo com a abertura local
transiente das juncdes endoteliais, permitindo a saida de leucocitos que constituem
um importante instrumento para a formacéo do edema (Figura 1) (GARCIA, 2009). A
integridade das jungfes das células forma a principal barreira para o extravasamento
de fluidos e proteinas plasmaticas que ocorre de forma aguda e crénica em tecidos
inflamados (MICHEL & CURRY, 1999). Este mecanismo € completamente reversivel
e pode restaurar ou aumentar a organizagcao das juncdes e alterar a propriedade da
permeabilidade de solutos (ALEXANDER & ELROD, 2002).
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Influxo de Calcio
Ativacdo da PKC
Ativacdo da PTN Rho

Descontinuidade das juncdes
celulares

Disfuncgéo da barreira
endotelial

Permeabilidade aumentada a
solutos e células

Figura 1: Representacdo esquematica do rearranjamento do citoesqueleto celular,
ocasionando o aumento da permeabilidade vascular (JE: juncdo estreita; JA: juncdo aderente; AF:
adeséo focal) (Adaptado de: BOGATCHEVA & VERIN, 2009).

A permeabilidade do tecido alterada pode ser provocada por mediadores
presentes no local da injuria, tais como a (s): bradicinina, histamina, serotonina e
citocinas (MICHEL & CURRY, 1999).

Entretanto, 0 aumento da permeabilidade vascular ndo é o Unico fator que
favorece a instauracdo do processo edematogénico. Estudos mostram que pressao
hidrostatica aumentada nos capilares também contribui para a formacdo do edema
(GUYTON & HALL, 2002).

Dentre outros fatores, estas duas alteracdes vasculares constituem a base
para a formacdo do edema em fases aguda e cronica de diversas doengas, como
por exemplo: diabetes, hipertenséo, artrite reumatoéide, isquemia, sepse e doencas
respiratorias agudas (MICHEL & CURRY, 1999; ALEXANDER & ELROD, 2002).
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1.1.2 O processo nociceptivo

A dor € uma experiéncia complexa que envolve ndo s6 a transducdo de
estimulos ambientais nocivos, mas também processos cognitivos e emocionais
(JULIUS & BASBAUM, 2001).

Segundo Le Bars e colaboradores (2001), uma das fungbes da
dor/nocicepcao consiste em alertar o individuo da eminéncia ou existéncia de uma
lesdo tecidual.

Ha aproximadamente um século, Sherrington propds a existéncia do
nociceptor, um neurdnio sensorial primario sensibilizado por fatores mecéanicos,
guimicos e pela temperatura. Estes estimulos sdo capazes de causar injuria tecidual
e, consequentemente, liberar mediadores inflamatorios provenientes de células néo-
neuronais, como neutrofilos, mastécitos e plaquetas (Figura 2) (JULIUS &
BASBAUM, 2001).

Os neurdnios aferentes primérios que enervam os tecidos possuem fungdes
como: detectar um estimulo nocivo e transforma-lo em potencial de membrana
(transducdo do sinal); promover a passagem do impulso proveniente das
terminacdes periféricas para a medula espinhal (conducdo) e; realizar a sinapse do
impulso nervoso com neurénios dentro de laminas especificas no corno dorsal (KIDD
& URBAN, 2001; GOLD & FLAKE, 2005).

Mastocito ou

i Neutréfilo
oty
f i -
(5] "-5"-'%;‘ Substancia P

v\\l:u

- e

i
Histamina

Injaria
tecidual

Corno
dorsal

Figura 2: Sensibilizagdo de nociceptores periféricos a partir de mediadores quimicos
liberados em virtude de uma leséo tecidual (adaptado de: JULIUS & BASBAUM, 2001).
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Os neurdnios primarios aferentes sdo as vias de entrada de informacfes
obtidas de tecidos periféricos para a transmissdo a medula espinhal e ao cérebro.
Ainda, os corpos celulares das fibras sensoriais que enervam a cabeca e o corpo
estdo localizados no ganglio trigémino e na raiz do corno dorsal, respectivamente
(MANTYH et al., 2002).

Atualmente, trés tipos de fibras sdo descritas, sendo duas delas responsaveis
pela conducdo do estimulo doloroso (Ad e polimodal C). Outrossim, as fibras
responsaveis pela conducdo dos potenciais de acdo formados pela ativacdo dos
nociceptores possuem caracteristicas peculiares. As fibras A3, por exemplo, séo
neurénios de calibre mediano, levemente mielinizada e respondem tanto a estimulos
térmicos quanto mecanicos. A estimulacdo deste tipo de neurdnio confere uma
sensacdo pontual e bem localizada, constituindo uma caracteristica importante
porque permite a retirada rapida e precisa em decorréncia da exposicdo localizada
ao estimulo nocivo. Em comparacéo, as fibras polimodais C possuem menor calibre,
sdo amielinicas e por isso conduzem o impulso nervoso mais lentamente que as
fibras Ad. O terceiro tipo de fibra, fibras AB, sdo responsaveis pelas transmissoes de
informacd@es tateis ndo-dolorosas e sensoriais e caracterizadas por ter grande calibre
e ser altamente mielinizada, favorecendo a conduc¢do répida do potencial de agéo
das terminacdes periféricas ao sistema nervoso central (SNC) (Figura 3) (LAWSON,
2002; D’'MELLO & DICKENSON, 2008).
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=—=21
)
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NOCICEF’TORES
PERIFERICOS

Figura 3: Ativagdo de nociceptores periféricos e transmissao do impulso nervoso a partir de
uma injdria tecidual.
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Seguido a leséo tecidual e o surgimento da inflamacéo, ha a sensibilizacdo
dos nociceptores e, estimulos suaves quando 0S nociceptores encontravam-se
inativos, tornam-se dolorosos. Esta primeira sensibilizacgdo em humanos é
denominada hiperalgesia, ou seja, o individuo apresenta uma resposta aumentada
frente a estimulos dolorosos e a alodinia, termo que refere-se a dor provocada por
estimulos normalmente in6cuos. Contudo, na observacdo das respostas obtidas a
partir da sensibilizacdo dos nociceptores em modelos experimentais com animais é
indicado o emprego do termo hipernocicepcéo, ja que 0s componentes emocionais
da resposta dolorosa ndo podem ser quantificados (VERRI et al., 2006).

A dor neuropatica foi definida pela IASP (Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor; do inglés International Association for the Study of Pain) como uma
dor iniciada ou causada por uma lesdo primaria ou disfuncao no sistema nervoso
gue, dependendo da origem, pode ser considerada periférica ou central. Além disto,
a injuria no neurbnio pode ter diversas etiologias, das quais se inclui: infeccao,
trauma, anormalidades metabdlicas, quimioterapia, cirurgia, neurotoxinas,
compressédo dos neurdnios, infiltragdo tumoral e inflamag¢éo (DWORKIN, 2002).

Frequentemente, a dor neuropatica € caracterizada pela percep¢do anormal
ou persisténcia da dor, como alodinia e a hiperalgesia.

Diante do exposto, percebe-se que a nocdo existente de uma classe de
farmacos que pode reduzir intrinsecamente toda a dor € obsoleta ja que esta &
heterogénica com relacdo aos fatores etiol6gicos, as caracteristicas temporais e aos
mecanismos envolvidos na transdugdo, conducédo e interpretacdo dos sinais
(SCHOLZ & WOOLF, 2002).

1.1.3 Mediadores quimicos inflamatérios

1.1.3.1 Histamina

O B-aminoetilimidazol € uma amina priméaria hidrossollivel cuja estrutura
quimica consiste em um grupamento amina e um imidazol que sdo separados por
dois grupamentos metileno (Figura 4). Em virtude de experimentos realizados
durante 1972, Best e colaboradores isolaram a referida substancia do figado e

pulmdo humano e sugeriram ser uma amina originada de tecidos. Por esta razéo,
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utilizaram o prefixo grego histos (tecidos) e denominaram-na como histamina
(SKIDGEL & ERDOS, 2006).

NH,

—

HN\/

Figura 4. Estrutura quimica do B-aminoetilimidazol (histamina).

N

A histamina é sintetizada a partir do aminoacido L-histidina que € catalisada
pela enzima L-histidina descarboxilase e € produzida por diversas células, incluindo
neurbnios do sistema nervoso central e células da parede gastrica, além de
linfécitos, mastécitos e baséfilos, sendo estas Ultimas com importancia reconhecida
como a principal fonte de histamina em reacfes alérgicas (YATSUNAMILG, et
al.1994; OHTSU, 2008).

Ainda, ha relatos indicando que esta amina atue como um agente importante
no controle da atencéo, da cognicéo, do ciclo do sono, apetite e ganho de peso
corporeo, além de estimular a secrecdo de acido gastrico, aumentar a producao de
citocinas inflamatérias em células T e inibir a producdo de TNF-a pelos mondcitos
(SANDER, et al. 2008; ESBENSHADE, et al. 2006; KROUWELS et al.,1998;
VANNIER, et al.1991; apud GUTZMER et al., 2002).

Estudos prévios permitiram a elucidacdo das atividades fisiopatolégicas da
histamina. Seus efeitos sdo em decorréncia da interacdo com receptores acoplados
a proteina G expressos na superficie celular, que sao classificados em quatro
subclasses: de receptores Hi a Hs. Os receptores H; séo acoplados a proteina Gq
pela via de hidrolase do fosfoinositol, enquanto os receptores H, estdo acoplados a
proteina Gs e associado a ativacdo da adenilato ciclase. Ja os receptores Hsz e Hy
sdo acoplados a proteina G; e inibe a via de sinalizagdo da adenilato ciclase
(OHTSU, 2008).

Segundo relatos, a histamina pode provocar contracdo do musculo liso,
vasodilatacdo e, consequentemente, 0 aumento na permeabilidade das vénulas pos-
capilares por menos de vinte segundos ou um efeito transiente que perdure entre
cinco a dez minutos (van HINSBERGH & AMERONGEN, 2002).
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Através do modelo de formalina, Cannon e colaboradores mostraram que o
agonismo no tipo 3 de receptor histaminérgico atenua a resposta nociceptiva a nivel
supraespinhal e a formacdo edematogénica em tecidos periféricos, ambos
associados a dor inflamatéria. Ademais, existem trabalhos que implicam a
participacdo dos receptores H; como promotores do aumento da permeabilidade

endotelial, além de intermediar a nocicep¢do (CANNON et al., 2007).

1.1.3.2 5-Hidroxitriptamina (5-HT)

A 5-HT (serotonina) foi descrita pela primeira vez no século passado, na
década de trinta, por Ersparmer e Viall que descobriram que células
enterocromafins presentes na mucosa gastrointestinal continham uma substancia
gue causava contracdo do musculo liso de utero de ratos (apud NICHOLS &
NICHOLS, 2008; LINDER, 2007).

No fim da década seguinte, a sua estrutura foi elucidada e estabelecida por
Rapport et al. e denominada 5-Hidroxitriptamina. A partir de entédo, sabe-se que sua
estrutura é composta por um nucleo inddlico hidroxilado na posigdo cinco e um
grupamento amino de carater basico separados por dois grupos metilenos (Figura 5)
(NICHOLS, 2008).

NH,

HO

A\

NH

Figura 5: Estrutura da 5-Hidroxitriptamina elucidada por Rapport e colaboradores em 1948.

7

A 5-HT ¢é sintetizada, predominantemente, nas células enterocromafins
situadas na mucosa intestinal e armazenada no mesmo tipo celular além de
plaguetas e, nos casos de roedores, em mastocitos também (GERSHON, 2007).

Uma menor taxa de serotonina €& sintetizada nas células neuro-endoteliais do

pulm&o e no nucleo da Rafe, no cérebro (LINDER et al., 2007).
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Atualmente, sabe-se que a serotonina € um autacoide de acao periférica e
central, cujas atividades contribuem com a regulacdo do tdnus vascular, a
nocicepcdo e a inflamacéo, entre outras importantes funcdes fisiolégicas. Suas
acOes sdo atribuidas a interacao a receptores acoplados a proteina G e ao receptor
de canal ibnico que sdo classificados em sete familias e divididos subtipos
estruturalmente distintos, conhecidos até o momento (FINK & GOTHERT, 2007).

Em tecidos inflamados, substancias como imunoglobulina E e fator de
ativacao plaquetaria (PAF) induzem a ativagdo das plaquetas circulantes no sangue,
provocando a agregacdo plaquetaria e a rapida liberacdo de serotonina em
concentra¢do micromolar (CLOEZ-TAYARANI & CHANGEUX, 2007).

A contribuicdo da serotonina no inicio do processo inflamatoério € com relacao
a sua acao direta nas células endoteliais de capilares vasculares, acarretando no
aumento da permeabilidade vascular (SOGA et al., 2006).

Cole e colaboradores (1995) demonstraram que a 5-HT foi capaz de induzir a
formacdo do edema proporcionalmente a sua concentracdo, uma hora apés a sua
administracdo na pata traseira do rato, com moderada infiltracdo de neutrofilos.
Antagonistas serotoninérgicos foram mais efetivos na reducédo do edema, enquanto
anti-inflamatérios classicos foram pouco ativos, como o piroxicam, ou inativos, assim
como o acido acetil salicilico e a indometacina. O edema induzido por esta amina
parece ser mediado por uma via Ca*>-dependente no musculo liso (COLE et al,
1995).

O papel dos receptores serotoninérgicos na nocicep¢ao foi demonstrado em
estudos com roedores mutantes que nao expressavam receptores 5-HTa, 5-HT 15, 5-
HT,a ou 5-HT3. Animais deficientes em receptores do subtipo 5-HT;5 € 5-HT; foram
25-35% mais sensiveis que o grupo de animais selvagens no ensaio da placa
guente. Eles também apresentaram nocicepcdo alterada tanto na fase da dor
neurogénica quanto na dor inflamatéria no teste de formalina. Em animais 5-HTa o+
ou 5-HT3 7, a resposta nociceptiva foi reduzida durante a segunda fase, indicando a
participacdo destes receptores na dor inflamatoria periférica (KAYSER et al., 2007).
Por outro lado, ao nivel central, o0 agonismo dos receptores 5-HT 5 € 5-HT,c estaria
envolvido com um efeito antinociceptivo (SASAKI et al., 2003).

Apesar de estudada intensamente, a funcéo fisiolégica da serotonina ainda
nao fora elucidada completamente (GERSHON & TACK, 2007).



35

1.1.3.3 Biossintese de eicosandides

Os eicosanodides sdo mediadores lipidicos derivado de &cidos graxos. Sua
nomenclatura é proveniente do grego eicosi (vinte) em decorréncia dos vinte atomos
de carbono presente nas estruturas de suas moléculas (HUANG & PETERS-
GOLDEN, 2008).

Os eicosandides sdo potentes agentes biologicamente ativos tanto em
condicOes fisiologicas quanto fisiopatoldgicas devido a interacdes com receptores
especificos que iniciam o evento de transducdo dos sinais que conduzem a
respostas celulares coordenadas a um estimulo especifico (FOLCO & MURPHY,
2006; MILLER, 2006).

Os eicosanodides medeiam respostas do processo inflamatério como febre,
dor, permeabilidade vascular, além da quimiotaxia de neutrofilos.

As fosfolipases formam um grupo de enzimas que possuem a propriedade de
hidrolizar um substrato comum, os fosfolipidios (WILTON, 2008). A degradacéo dos
fosfolipidios pela fosfolipase A, (PLA;) resulta na hidrélise de compostos da
membrana, como acidos graxos livres, incluindo o acido araquidénico (AA), que
podem ser metabolizados em PAF e eicosandides, 0s quais sdo potentes
mediadores da inflamacdo, de processos alérgicos e do cancer (ADIBHATLA &
HATCHER, 2008).

Atualmente, vinte e duas isoformas da PLA, foram identificadas em uma
variedade de tecidos de mamiferos e séo classificadas em trés familias com base no
requerimento de célcio para a realizacdo de sua atividade catalitica: os tipos
citossolica e secretdria-dependentes de calcio e as formas calcio-independente
(ADIBHATLA & HATCHER, 2008). Diversos estudos mostram que a PLA; pode ser
ativada por um amplo espectro de estimulos extracelulares, tais como fatores de
crescimento, mitégenos e citocinas. (KRAMER & SHARP, 1997).

Sob condicbes normais, uma fracdo do AA liberado das membranas
plasméticas através da atividade da PLA, citossOlica é subsequentemente
metabolizado pelas enzimas lipoxigenase e cicloxigenase que geram uma variedade
de eicosandides, incluindo os leucotrienos, as prostaglandinas e a tromboxana,
enquanto uma parte maior do AA é reincorporada nos fosfolipideos de membrana
(KIM et al., 2008; FAROOQUI et al., 2006).
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As Cicloxigenases (COX), também conhecidas como prostaglandina H
Sintase (PGHS) ou prostaglandina Endoperoxido Sintase, sdo enzimas pertencentes
a familia das mieloperoxidases que oxigenam 0s acidos graxos e, por isso,
constituem uma etapa limitante na producdo de prostaglandinas (PGs)
(CHANDRASEKHARAN & SIMMONS, 2004).

A COX através de suas funcdes cataliticas de cicloxigenase e peroxidase
transforma o AA nos endoperoxidos ciclicos, a PGG, e a PGH,, respectivamente.
Este intermediario é essencial para a acdo das prostaglandinas isomerases, a
tromboxana e a prostaciclina sintases, e resulta na formacgéo das PGs e tromboxana
através da isomerizacdo e das reacfes de oxidacdo e reducdo. As isoformas da
COX tem curto tempo de atividade catalitica e frequentemente apresentam
velocidade maxima de um a dois minutos em testes in vitro, devido a autoinativacéo
através de mecanismos ainda desconhecidos (CHANDRASEKHARAN & SIMMONS,
2004).

Dentre as isoformas cientificamente relatadas, a COX-1 é constituida de 576
aminoacidos e expressa em altos niveis em determinadas células, como mondcitos e
plaquetas e alguns tecidos como mucosa gastrica, tibulos coletores renais e nas
vesiculas seminais. Contudo, apesar de existentes, os estudos de regulagdo da
transcricdo genética da PGHs-1 sdo dificeis porque esta enzima é expressa
constitutivamente em niveis semelhantes na maioria dos tecidos de animais adultos
(SMITH et al., 2000).

Em estudos pioneiros realizados em 1991, Xie et al. codificou 0 RNA-m de
uma proteina e, comparando-os com resultados existentes na literatura, sugeriu a
existéncia de uma segunda isoforma da COX.

Atualmente, sabe-se que a homologia existente entre os aminoacidos das
isoformas 1 e 2 é de 61% (KOSAKA et al., 1994). Pequenas diferencas nas
estruturas de COX-1 e COX-2 conferem importantes particularidades tanto
biolégicas quanto farmacoldgicas. Uma destas alteracdes pode ser exemplificada
pela substituicdo do aminoacido isoleucina pela valina na posicdo 434, o que
favorece a um aumento relativo do volume do sitio ativo para a COX-2 em quase
20%. O conhecimento da diferenca entre o tamanho dos sitios ativos das duas
isoformas foi um dos fatores que impulsionou o desenvolvimento de inibidores
seletivos para a COX-2 (MORITA, 2002; RAO & KNAUS, 2008).
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A COX-2 é altamente induzida em resposta a estimulos proinflamatdérios,
como o TNF-a e mitébgenos, em uma ampla variedade de células e tecidos, tais
como as celulas endoteliais, mondcitos e macréfagos. Entretanto esta isoforma
também pode ser expressa constitutivamente em alguns neurénios do prosencéfalo,
assim como no cortex e no hipocampo. Sua expressao € igualmente constitutiva na
macula densa do sistema justa-glomerular e na vasculatura renal (RAJAKARIAR et
al., 2006; RAO & KNAUS, 2008).

A participacdo da isoforma 1 no processo inflamatério agudo é importante.
Através do modelo experimental de inflamagdo cutdnea em resposta ao AA (edema
de orelha) em animais deficientes de COX, Goulet e colaboradores mostraram que a
resposta inflamatoria apresentada por camundongos deficientes na expressédo de
COX-1 foi pequena, enquanto que nao houve reducéo do peso da orelha em animais
COX-2-deficientes estimulada pelo mesmo agente inflamatério em comparacdo ao
grupo controle de animais selvagens (GOULET et al., 2004).

Outrossim, ha tempos suspeitava-se de uma terceira isoforma da familia da
COX (SCHWAB et al., 2003).

A COX-3 é produzida a partir do gene da COX-1 e contém toda a sua
sequéncia de aminoacidos, porém retém o intron 1 no seu RNA-m. Esta diferenca
poderia alterar a conformacao e afetar o sitio ativo da enzima. A avaliacdo dos niveis
de RNA mensageiro em tecidos humanos indicam altos niveis de COX-3 no cérebro
e coracdo (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Apesar de Chandrasekharan e colaboradores mostrarem que em altas
concentracbes de AA a COX-3 fora inibida pelo acetaminofeno, além de ter sido a
isoforma mais sensivel a este farmaco, estudos recentes realizados em
camundongos selvagens e deficientes do gene da PGHS-1 (-/-) indicam que a COX-
3 ndo esta envolvida na hipotermia provocada pelo acetaminofeno e que os niveis
de PGE,, mediador cuja participacdo na febre é relevante, tem o mesmo perfil nos
dois tipos de animais (LI et al., 2008).

Entender a estrutura e as fungdes das isoformas da COX tem sido foco de
diversos estudos porque, principalmente as duas primeiras isoformas constituem

alvos dos farmacos anti-inflamatorio ndo-esteroidais (GARAVITO et al., 2002).
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1.1.3.3.1 Prostaglandinas

As prostaglandinas (PGs) sédo autacoides que contem um anel ciclopentano
em suas estruturas, uma dupla ligacdo trans entre os carbonos treze e quatorze,
além da presenca de uma hidroxila na posicéo quinze. As letras seguintes a sigla PG
indicam a natureza e a localizacdo dos substituintes que contem oxigénio no referido
anel. O mesmo sistema de letras também €& utilizado para determinar as
tromboxanas (TX). Ja os numeros subscritos indicam a quantidade de ligacdes
duplas entre carbonos na cadeia lateral (Figura 6) (SMITH & MURPHY, 2008).
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Figura 6: Formacéo dos prostandides a partir do 4cido araquidénico (Adaptado de: SMYTH et
al., 2006).

A biossintese de PGs ocorre frente a uma ampla variedade de estimulos e &
aumentada significativamente em tecidos inflamados. Desta forma, estes
mediadores quimicos lipidicos contribuem para a sinalizacdo e a progressao do

processo inflamatério agudo e de diversas doencas como O cancer e a asma
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(WYMANN & SCHENEIDER, 2008; ROLIN et al., 2006). Além do mais, ha relatos
gue tanto a PGE; quanto a PGl intensificam de modo notavel a formacdo do edema
e a infiltracdo de leucocitos devido a exacerbacdo do fluxo sanguineo na regiao
inflamada. Vale ressaltar que ambas foram relacionadas com a diminuigéo do limiar
de ativacéo dos nociceptores, induzindo um comportamento de hipersensibilidade a
estimulos que normalmente ndo séo dolorosos (SMYTH et al., 2006; MEVES, 2006).

Para verificar qual dos receptores de PGE; participa do processo inflamatoério
agudo, foi realizado um experimento em animais deficientes de cada um dos quatro
subtipos de receptores deste prostandide e a reducdo do edema de orelha foi
significativamente reduzida somente nos animais que ndo expressavam 0S
receptores EP3; (GOULET et al., 2004).

A administracdo de L826266, um antagonista seletivo de receptores EPj3,
corrobora com Goulet e colaboradores. Em experimento realizado com injecdo de
PGE; cuja formacédo do edema é dose e tempo-dependente, a co-administracdo do
antagonista de receptor EP3; a 10 nmol/pata inibiu a formacéo do edema de pata e a
administracdo de antagonistas de receptores EP, e EP, ndo alterou a resposta
inflamatadria significativamente. Apesar de ndo apresentado, os autores afirmam que
0 antagonista seletivo de EP3; também inibe o edema induzido por carragenina
(CLAUDINO et al., 2006).

1.1.4 O evento celular na inflamacéao

1.1.4.1 O papel dos neutréfilos na inflamacgéo

s

O processo inflamatério € caracterizado pelo recrutamento de leucocitos
circulantes no sangue para o local da injaria, sendo que o0s neutréfilos
polimorfonucleares sdo o tipo de leucécito mais comum nos vasos sanguineos. A
migracdo de neutrdfilos para o tecido inflamado é um dos sinais mais pragmaticos
desta resposta fisioldgica, ja que contribui com a destruicdo de agentes nocivos e
producdo de mediadores quimicos que colaboram com a formacdo dos sinais

cardinais.
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Existe uma grande quantidade de neutrofilos maduros na medula 6ssea e
estas células podem ser rapidamente mobilizadas durante processos infecciosos e
inflamatorios (FURZE & RANKIN, 2008).

Os agentes causadores de lesdo sdo encontrados pelas células fagociticas
inflamatorias, primeiramente por neutréfilos, gracas a diapedese. Este fenbmeno
consiste na passagem da referida célula do sistema imune inato presente nas
vénulas pos-capilares para os tecidos (SERHAN et al., 2008).

Através de um mecanismo desconhecido, os neutrdfilos ativados sdo capazes
de produzir no meio extracelular, fibras sensiveis constituidas de proteinas
provenientes de granulos azurofilicos, como a elastase e a mieloperoxidase (MPO),
além de outras proteinas originadas de granulos secundéario e terciario, cujas
principais funcdes consistem em destruir bactérias e degradar seus fatores de
viruléncia, inclusive in vivo, antes mesmo dos microoganismos serem fagocitados
pelos proprios neutréfilos. Essas fibras também participam do controle de infeccdes
e ainda podem funcionar como uma barreira fisica que impedira o alastramento das
bactérias (BRINKMANN et al., 2004).

Na década de 20 do século passado havia trabalhos que relatavam a
liberacdo da MPO dos granulos durante a fagocitose. Estudos indicaram que a MPO
também pode ser liberada no meio extracelular antes do completo desenvolvimento
do fagossomo. Ja no final dos anos 60, Klebanoff descobriu que esta enzima esta
envolvida na producdo de peroxido de hidrogénio (H.O;) e propds ser uma
substancia antimicrobiana importante gerada dentro dos neutrofilos (DALE et al.,
2008; KLEBANOFF, 2005).

Os niveis de MPO no tecido séo utilizados como marcadores de infiltracdo de
neutrofilos e tem sido claramente correlacionado com a gravidade da doenca. O
edema de pata provocado pela carragenina promove alteracdes em alguns fatores
bioquimicos e celulares. Em um trabalho realizado para verificar a infiltracédo celular
através dos niveis da atividade de MPO, os autores observaram que 0 pico maximo
de liberacdo desta enzima é alcancado entre a sexta e a vigésima quarta hora apés
a administracao do estimulo flogistico (POSADAS et al., 2004).

Em experimentos de peritonite aguda induzida pela administracéo
intraperitoneal de tioglicolato em murinos foi verificado que camundongos pré-

tratados com anticorpos monoclonais anti-CXCL1 e MIP-2 reduzem o numero de
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neutrofilos circulantes, indicando a participacdo destas quimiocinas na mobilizacéo
de neutrofilos provenientes da medula 6ssea (FURZE & RANKIN, 2008).

Zhang e colaboradores (1992) utilizaram o ensaio de reacdo passiva de
Arthus como modelo de inflamacé&o para avaliar a liberacédo e a fungcéo do fator de
necrose tumoral (TNF-o). Ao tratar os animais com anticorpos monoclonais desta
citocina, os autores observaram que TNF-o reduziu em 40% a concentragdo de
neutrofilos, oito horas apdés o desafio. Além disto, camundongos tratados com um
inibidor da sintese de leucotrienos (A-63162) e o anticorpo para TNF-a diminuiram
significativamente a mobilizacdo de neutréfilos para o peritbnio em comparacao a
situacdo observada anteriormente, sugerindo que tanto TNF-a e leucotrienos atuem
em conjunto e que sao agentes quimiotaticos necessarios para a chegada de

neutrdéfilos ao local da infeccao.

1.1.5 A farmacoterapia da dor e inflamacéo

1.1.5.1 Analgésicos opidides

Atualmente, as substancias desta classe séo indicadas para a terapéutica de
dores consideradas moderada a grave, ou seja, sugeridas para aquelas situacoes
em que diversas terapias foram empregadas e ndo houve o controle efetivo da
sensacdo algésica ou, ainda, quando os beneficios do tratamento superam o0s
efeitos adversos (PASSIK, 2009).

A morfina foi isolada pela primeira vez em 1804 pelo farmacologista Sertturmer
gue a nomeou em alusdo a Morfeu, o deus do sono. Os efeitos deste opidide
ocorrem a partir de interagcdes com receptores acoplados a proteina G, localizados
nas terminacdes pré-sinapticas das fibras nociceptivas polimodais C e Ad, em
diferentes niveis de afinidade. Destes, o receptor mu (un) € responsavel pela
analgesia ao nivel supraespinhal e espinhal, neste caso, como o0s receptores kappa
(k) que também permitem a sedacdo do paciente. Todavia, estes receptores estdo
associados com o surgimento de efeitos indesejados menos graves que agueles
mediados pelos receptores u, como constipagdo, retencdo urinaria e depressao
respiratoria. Ha ainda, um terceiro tipo classico de receptor opidide nomeado pela

letra grega 6 (delta), onde a ac&o de agonistas nao-peptidicos proporcionaram baixa
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atividade antinociceptiva sem apresentar outros efeitos caracteristicos aos agonistas
opiodides (TRESCOT et al., 2008; GUTSTEIN & AKIL, 2006; JUTKIEWICZ, 2006).

Além dos efeitos colaterais descritos, existem outras manifestacdes
indesejadas provenientes do uso de opidides. Uma delas pode surgir a partir da
retirada abrupta do farmaco desta classe culminando em crises de abstinéncias.
Ademais, a morfina e seus congéneres podem induzir a ocorréncia de tolerancia,
gue refere-se a diminuicdo da eficacia do farmaco mediante a sua repetida
administragdo, podendo ser creditada a dessensibilizacdo ou internalizagdo dos
receptores (GUTSTEIN & AKIL, 2006).

1.1.5.2 Anti-inflamatérios esteroidais (AIES)

Os farmacos desta classe, como a prednisona, a hidrocortisona e a
dexametasona, sdo amplamente utilizados para tratar uma variedade de doencas
inflamatérias, constituindo uma das terapias mais efetivas para aquelas crbnicas
(BARNES, 2006).

Diversos estudos indicam que os AIEs, também conhecidos como corticoides,
suprimem a inflamacao por multiplos fatores dos quais podem ser citados a inibicdo
da producdo de mediadores inflamatérios como o TNF-a e as prostaglandinas
provenientes de células do sistema imune inato e adaptativo, além de provocarem
reducdo na migracdo leucocitaria para a area da lesdo. Ainda, seus efeitos anti-
inflamatorios sao intermediados pela ativacdo de receptores de glicocorticoides
presentes em células responsivas do sistema imune que, direta ou indiretamente,
regulam a transcricdo de alguns genes (BARNES, 2006b). Segundo Morrow e
Roberts (2001), o efeito anti-inflamatorio dos glicocorticéides em doses
terapeuticamente eficazes podem estar mais estreitamente relacionados com a
supressao da expressao génica da COX-2 do que a inibicdo da fosfolipase.

Contudo, o0s pacientes podem apresentar resisténcia ao uso de
medicamentos desta classe e sdo mais suscetiveis aos efeitos colaterais em virtude
da necessidade da utilizac&o de altas doses e por isso, a terapia com AIEs constitui
uma importante barreira para o tratamento de algumas doengas inflamatoérias
cronicas, como a asma (BARNES & ADCOCK, 2009).
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1.1.5.3 Anti-inflamatérios néo-esteroidais (AINES)

Atualmente, os AINEs representam uma das classes terapéuticas mais
utilizadas devido as suas propriedades, ja que podem ser prescritas como
antitrombdtico, antipirético, anti-inflamatério e analgésico (SIMONS et al., 2004;
BERTRAND et al., 1999).

O mecanismo de acéo desta classe de medicamentos foi elucidado somente
nos anos 70 por John Vane. Apesar da eficacia terapéutica deste tipo de farmaco
ser incontestavel, o tratamento prolongado com AINEs acarreta no surgimento de
efeitos gastrointestinais indesejaveis, como alteracdes superficiais na mucosa,
gastrite erosiva, Ulcera péptica e complicacdes ulcerativas (sangramento no trato
gastrointestinal superior e perfuracédo), atribuidos a inibicdo da sintese de PGs
produzidas via COX-1 expressa constitutivamente no esttmago (RAO & KNAUS,
2008; SCHLANSKY & HWANG, 2009).

A indometacina (1) é um AINE classico cujo nucleo inddlico constitui parte de
sua estrutura (Figura 7). Suas atividades anti-inflamatoria, analgésica e antipirética
foram descritas em 1963 e foi lancada como farmaco no mercado americano em
1965. Assim como o ibuprofeno (2) e o acetaminofeno (3), os efeitos anti-inflamatorio
e analgésico da indometacina estdo relacionados a inibicdo ndo-seletiva da COX e
de maneira competitiva com seu substrato o AA, tendo como consequéncia a
interrupcdo da producdo de prostandides. Contudo, além dos efeitos
gastrointestinais indesejados, ha a intolerancia dos pacientes frente ao uso deste
farmaco em virtude do surgimento de tonturas, vertigem, delirios e confusdo mental,
podendo limitar seu uso (BURKE et al., 2006).

No final do século 20, cientistas focaram no planejamento de inibidores
seletivos de COX-2 com atividade analgésica e anti-inflamatéria superior aos AINEs
tradicionais e com expectativa de reduzir o surgimento de seérios efeitos colaterais
associados a inibicdo nédo-seletiva da enzima COX, como as ulceragbes no trato
gastrointestinal superior, que limitam a utilizacdo clinica em tratamentos de longo
periodo, como exige a terapia para a dor do cancer e da artrite reumatéide. Com
isso, a Searle e a Pfizer, atualmente Pfizer Inc., langcou o celecoxibe (4) (Celebra®),
seguido pelo rofecoxibe (5) (Vioxx®) da Merck (RUOFF & LEMA, 2003).
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Entretanto, estudos conclusivos demonstraram que o0 uso de inibidores
seletivos da isoforma 2 da COX provoca um desequilibrio entre as concentracoes
naturais do eicosandide protrombotico TXA,, proveniente das plaquetas, e da PGl,
originada das células endoteliais, potencializando o surgimento de problemas
cardiovasculares como o infarto agudo do miocardio. Tal fato justifica a suspenséao e
a recomendacéo, pelo 6rgao regulatério de uso de alimentos e medicamentos dos
Estados Unidos da América (Food and Drug Administration- FDA), de interromper a
comercializacdo do Vioxx® e do Bextra® (valdecoxibe (6)), respectivamente (RAO &
KNAUS, 2008).

Logo, o desenvolvimento de um AINE eficiente e desprovido de efeitos
colaterais potencialmente graves continua sendo um desafio para o planejamento de
farmacos (RAO & KNAUS, 2008).
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Figura 7: Farmacos AINEs inibidores da enzima COX.
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2. JUSTIFICATIVA
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2.1 A QUIMICA MEDICINAL

Segundo especialistas reunidos pela Quimica Medicinal da IUPAC (Uniao
internacional de quimica pura e apliacada; do inglés International Union of Pure and
Applied Chemistry), a quimica medicinal € uma disciplina baseada na quimica, mas
gue também inclui aspectos das ciéncias biologica, médica e farmacéutica, cujo
interesse esta relacionado a invencdo, descoberta, desenho, identificacdo e
preparacdo de compostos biologicamente ativos, além da interpretacdo dos seus
mecanismos de acao e intera¢des a nivel molecular, a construgdo de suas relacdes
entre a estrutura e a atividade farmacoldgica, além do estudo de seu metabolismo.
(BARREIRO, 2009).

Esta dificil tarefa engloba multiplos fatores provenientes da complexidade do
sistema biolégico responséveis pela resposta desejavel do composto, sendo
impossiveis de obté-los de maneira aleatéria. Para obter um composto que pode
representar um novo candidato a farmaco, deve-se eleger o melhor alvo
farmacologico, considerar os conhecimentos estruturais disponiveis para a interacéo
com este biorreceptor e estabelecer a estratégia ideal com relacdo a construcéo da
arquitetura molecular do novo ligante (FRAGA & BARREIRO, 2006).

Mais ainda, o emprego de técnicas computacionais e estratégias de
modificacdo molecular classicas da quimica medicinal, tais como a homologacéo e o
bioisosterismo, sdo aplicadas durante o planejamento molecular no processo de
invencdo de um protétipo. Compreende, ainda, determinar as atividades
farmacoldgicas do ligante, que uma vez ativo in vivo € denominado como prot6tipo
(LIMA, 2007).

Na quimica medicinal, o termo “série homéloga” fora definido, assim como
aquele introduzido por Gerhardt na quimica organica, como sendo a diferenca
existente entre moléculas proporcionada pela inser¢do de um benzeno, uma ligagédo
viniloga ou grupamento(s) metileno (WERMUTH, 2008).

No caso da insercdo de grupamentos metileno, ha estudos realizados por
diversos cientistas mostrando que a resposta biolégica de uma substancia esta
relacionada com o namero de grupamento deste tipo adicionado a sua estrutura,
podendo variar aleatoriamente em virtude desta modificacdo molecular, otimizando-
as ou nao. Mais ainda, a resposta biolégica dos compostos homologos pode:

aumentar de acordo com a quantidade de grupamentos metileno inseridos, sem que
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haja uma regra particular, ou atingir um platd; alternar conforme o nimero de atomos
de carbono ou; em outras séries, diminuir regularmente (WERMUTH, 2008).

O bioisosterismo também é uma estratégia da quimica medicinal utilizada
para o planejamento de novos farmacos baseada na modificagdo molecular de lead
compounds e, inclusive, € uma abordagem adotada pela industria farmacéutica para
o desenvolvimento de analogos que possuam atividade terapéutica semelhante a de
outros ja existentes com o intuito de aumentar a seletividade a determinado receptor
ou isoforma enziméatica e melhorar a atividade farmacoldégica com simultanea
reducdo dos efeitos adversos, ou seja, um processo de otimizagdo do composto
protétipo (LIMA & BARREIRO, 2005).

2.2 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

O Laboratério de Avaliacéo e Sintese de Substancias Bioativas, o LASSBio®,
planejou e sintetizou uma série de derivados N-acilidrazénicos inddlicos com o
objetivo de atuarem na génese da inflamacéo, com o intuito de inibir a enzima COX
e interagir com biorreceptores serotoninérgicos que contribuam com o
desenvolvimento do processo inflamatério para amenizar seus sintomas. Segundo
Barreiro, alguns processos fisiopatolégicos envolvidos na génese de doencas
podem, por suas caracteristicas, sugerir a necessidade de desenhar bioligantes ou
prototipos onde se incluam, na mesma molécula, propriedades farmacodinamicas
duplas, tornando-o capaz de ser reconhecido pelos dois biorreceptores. Ademais,
guando os dois alvos eleitos pertencem a rotas bioquimicas diferentes, a molécula é
denominada como simbiotica (BARREIRO & FRAGA, 2008).

As moléculas resultantes do referido planejamento sédo constituidas de duas
subunidades principais em suas estruturas: a N-acilidrazona (NAH) e o indol e entre
estes fragmentos fora inserido um ou dois grupamentos metileno, originando a Série
C2 e a Série C3, respectivamente. Além disto, substituintes com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas foram adicionados separadamente a estrutura dos
derivados NAH inddlicos (Esquema 1) (Anexo I).

A NAH e o indol sdo fragmentos moleculares conhecidos como estruturas
privilegiadas (Esquema 1) (de SA ALVES et al., 2009). Inicialmente, este termo foi
dito para aquelas estruturas comuns a diversos farmacos ou protoétipos capazes de

fornecer pontos ligantes a mais de um tipo de biorreceptor (EVANS et al., 1988).
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Contudo, vale ressaltar que alguns autores acreditam que a auséncia de seletividade
para um determinado alvo pode proporcionar interagcdes com alvos indesejados.
Porém, o mesmo grupo destaca a importancia desta caracteristica, ja que a
seletividade pode ser obtida através de integracfes suplementares de grupos
substituintes apropriados (auxoféricos ou outras subunidades) as estruturas
privilegiadas, constituindo uma excelente ferramenta para o planejamento de
compostos semelhantes (DUARTE et al., 2007; SCHNUR et al., 2006).

e

~N—N

Homologacgé&o bis-homologacéo

HN

H Série C1
T :
R
N 7]/
\N/N
0
\ (0]
NH Série C2 HN / Série C3
N-acilidrazona Grupamento(s) metileno
Indol inserido(s)

Esquema 1: Planejamento estrutural e identificacdo dos fragmentos privilegiados.

Os inddis provavelmente sdo os compostos heterociclos mais amplamente
distribuidos na natureza, presente, por exemplo, no aminoacido triptofano, o
precursor da 5-HT (JOULE et al., 1998). O fragmento inddlico representa uma das
subunidades estruturais mais importante para a descoberta de novos candidatos a
farmacos ou ferramentas para ensaios farmacoldgicos, independente se o
planejamento tenha sido fundamentado em produtos naturais ou a partir da quimica
combinatoria (DE SA ALVES et al., 2009).

Os derivados NAH inddlicos da Série C1, que fundamentaram o planejamento
das Séries C2 e C3, foram testados no modelo de contor¢do abdominal induzida por
acido acético 0,1N e no edema de pata de rato induzido por carragenina a 1%, para
avaliar a nocicepcdo e a formacdo do edema, respectivamente. Os resultados
obtidos por Silva (2002) exibiram moléculas com atividade antinociceptiva e outras
somente com atividade antiedematogénica. Contudo, apenas o derivado LASSBio-
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651 (Figura 8) destacou-se porgque apresentou perfil pronunciado nos dois modelos
empregados, sendo capaz de reduzir em 38% as contor¢cdes abdominais e 57,5% a
formacdo do processo edematogénico, quando comparados ao grupo-controle
(Gréficos 1 e 2 ), sem induzir a formacdes de lesdes ulcerativas gastricas. O fato de
LASSBI0-651 ter sido o Unico derivado da série a apresentar ambas as atividades, a
determinacao do perfil deste composto prosseguiu com a obtencdo da sua poténcia
antinociceptiva no modelo de contorcdo abdominal apresentando uma DEsy, de
40,0 umol/kg e uma poténcia antiedematogénica de 9,81 umol/kg (SILVA et al.,
2002).

Com o intuito de compreender seu perfil farmacoldgico, este composto NAH
indolico foi selecionado para dosagem de mediadores lipidicos que contribuem com
o desenvolvimento da inflamacdo. No exsudado inflamatério provocado por
carragenina no modelo de air pouch constatou-se que o LASSBIi0-651 inibiu a
producédo de PGE,; em 65,9 %, e a 100 uM inibiu em 99,5% a producédo de TXB, em
plaquetas estimulada com colageno, através da dosagem deste produto lipidico.
Logo, estes resultados permitiram sugerir que o referido protétipo pode interferir na

acao das isoformas da COX (resultados n&o-publicados).

=

Figura 8: Estrutura do prot6tipo LASSBIio-651.
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Gréfico 1: Efeito antinociceptivo dos derivados NAH indélicos - Série C1 e da

indometacina no ensaio de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético em

camundongos.

Os derivados NAH inddlicos e a indometacina foram administrados por via oral uma hora antes da
inducdo das contor¢es na dose de 100 pmol/kg. Os resultados estdo expressos em nimero de
contor¢cBes abdominais + EPM; n = 10 animais/grupo. *p<0,05 (one-way ANOVA, Bonferroni).
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Gréfico 2: Atividade antiedematogénica de 32 hora dos derivados NAH inddlicos -

Série C1 e da indometacina no modelo de edema de pata de rato induzido por

carragenina 1%.

Os derivados NAH inddlicos e a indometacina foram administrados por via oral uma hora
antes da inducéo do edema na dose de 100 pmol/kg. Os resultados sé@o expressos em média de
volume (pL)x EPM; n = 5-10 animais/grupo; *p<0,05 (ANOVA two-way, Bonferroni).
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3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

A partir do paradigma da quimica medicinal e do desafio imposto pela
complexidade do processo inflamatério, o Laboratorio de Avaliagdo e Sintese de
Substancias Bioativas, o LASSBio®, tem focado na descoberta e no desenvolvimento
de novos prototipos candidatos a farmacos (LIMA & DE LIMA, 2009) anti-
inflamatérios e antinociceptivos (FRAGA & BARREIRO, 2006).

Diante de resultados expressivos de algumas substancias da série de
derivados NAH inddlicos obtidos no modelo de contor¢do abdominal induzida por
acido acético 0,1N e na avaliacdo de terceira hora da formacdo do edema de pata
de rato induzido por carragenina a 1%, principalmente do LASSBIio-651, o objetivo
principal deste trabalho consiste na otimizacdo das atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva do composto LASSBIi0-651 para obter um novo protétipo de farmaco
com melhor perfil farmacol6gico que o analogo citado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Compreender as contribui¢des farmacoldgicas resultantes da homologagao
da série precursora que originou a Série C2 e C3;

« Avaliar as atividades antinociceptiva, antiedematogénica e anti-
hipernociceptiva em modelos experimentais in vivo das novas séries de derivados
NAH inddlicos homologados;

» Determinar a poténcia antinociceptiva e antiedematogénica dos compostos
mais ativos e seus respectivos potenciais de irritabilidade gastrica;

» Determinar o carater anti-inflamatério, através da migracao celular verificada
pela dosagem da atividade de MPO, daqueles compostos selecionados a partir da
triagem farmacologica no modelo de hipernocicepcdo térmica induzido por
carragenina;

* Dosar a producao de TNF-a proveniente de macrofagos de camundongo;

« Avaliar a relacao entre a estrutura e a atividade dos derivados NAH inddlicos

homologados.
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4. MATERIAIS E METODOS



4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes

Acetona, P. A. REAGEN

Acido acético (GLACIAL) REAGEN
Carragenina CIAGENK
Cloreto de Sddio REAGEN
Cloreto de potassio REAGEN

DMSO SIGMA
Estreptomicina GIBCO

Fosfato de Potassio Monobasico REAGEN
Fosfato de Potassio Bibasico GRUPO QUIMICA
Goma Arabica SIGMA
Hexadeciltrimetil amoénio, minimo 99% (HTAB) SIGMA
Indometacina SIGMA

LPS SIGMA

Morfina CRISTALIA
OPD ACRO

Penicilina GIBCO

Peréxido de hidrogénio VETEC

Kit de dosagem de TNF-a: BDBIOSCIENCE

Anticorpo de hamster anti-TNF-a (camundongo e rato)
Anticorpo biotinilado de coelho (anti-TNF-a camundongo)
Estreptavidina
Substrato TMB
RPMI SIGMA
Soro fetal bovino inativado GIBCO
Tioglicolato de sodio SIGMA
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4.1.2 Derivados N-acilidrazénicos indélicos

Os derivados N-acilidrazonicos inddlicos avaliados (Anexo [) foram

sintetizados no LASSBio® pelo aluno de mestrado Fernando Rodrigues de S& Alves.
4.1.3 Solucgoes
4.1.3.1 Solugéo Salina 0,9%

NacCl 099¢g
Agua destilada g.s.p. 100 ml

4.1.3.2 Solugcédo de Goma Arabica 5%

Goma arabica 5¢

Agua destilada g.s.p. 100 ml

4.1.3.3 Solugéo de acido acético 0,1N

Acido acético glacial 0,6 ml

Agua destilada g.s.p 100 ml
4.1.3.4 Solugéo de carragenina 1%

Carragenina 19

Solucao salina g.s.p. 100 mi
4.1.3.5 Solugdo HTAB 0,5%
12 etapa

A- Fosfato de potassio monobésico 0,00671 g

Agua destilada g.s.p. 100 ml



B- Fosfato de potassio bibasico

Agua destilada

22 etapa
Solucdo A
Solucdo B
HTAB

4.1.3.6 Solugéo reveladora

0,1044 g
g.s.p. 100 mi

98,8 ml
1,2 ml
500 mg
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Esta solucdo € composta por um tablete de OPD triturado em um recipiente

protegido de luminosidade contendo 10,8 ml de agua destilada e 1,2 ml de solucéo

tampéao fosfato.

4.1.3.7 Solugcéao PBS

Fosfato de s6dio monobasico

Fosfato de sédio bibasico

NacCl

KCI

Agua mili-Q

O pH da solucéo deve ser ajustado para 7,4.

4.2 ANIMAIS

0,83 ¢
1849

8,09

0,29
g.s.p.1,0L

Os camundongos suicos e os ratos wistar utilizados no presente trabalho

foram mantidos no biotério do LASSBio®, situado no Centro de Ciéncias e Saude

(CCS) na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), com livre acesso a agua e

racdo, em condigGes de temperatura ambiente variando de 25 a 28 °C, com ciclo de

claro e escuro de 12 horas.

Todos os experimentos obedeceram aos principios éticos da manipulacdo

animal, de acordo com as normas e principios do uso de animais de experimentagcao

em pesquisa, estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
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(COBEA) e pelo Comité de Etica para utilizacdo de animais de experimentacdo da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA-UFRJ).

4.3 METODOLOGIAS

4.3.1 Contor¢cdo abdominal induzida por &acido acético 0,1N (COOLIER, et al.,
1968)

Para a triagem farmacoldgica da atividade antinociceptiva dos novos
compostos N-acilidrazénicos inddlicos, o modelo de contor¢cbes abdominais
estabelecido por Coolier e colaboradores fora adotado. Neste protocolo,
camundongos suicos machos e fémeas pesando entre 18 e 25 gramas (g) sao
mantidos em jejum por 8 horas (h) com livre acesso a agua antes da realizagdo do
experimento. O método consiste na administracdo da substancia teste diluida em
goma ardbica a 5% por via oral a 100 umol/kg (tempo Oh) e apds 1h o acido acético
€ injetado por via intraperitoneal. Em seguida, ha um intervalo de 10 minutos (min)
para o completo estabelecimento das contor¢gfes abdominais e, a partir deste
momento, a contagem é realizada por um periodo de 20 min (Esquema 2).

O estimulo induzido pelo acido acético consiste em provocar uma sequéncia
de contorcbes e extensdes ao longo da parede abdominal, acompanhada por

contragcdes do tronco e alongamento dos membros posteriores do animal.

0 60 70 90 )
A'd m. |'_ P | | ] .
(v.0) (Ac. acético) Tempo (mln)

Esquema 2: Cronologia do experimento de contor¢cBes abdominais induzidas por acido
acético 0,1N.

4.3.2 Ensaio de placa quente (KURAISHI et al., 1983)

Este ensaio consiste em colocar o camundongo em uma superficie metalica a
temperatura de 55 + 0,1°C e cronometrar o tempo de permanéncia que o animal

suporta sob influéncia do estimulo nocivo. O tempo de reacdo do murino frente a
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temperatura da placa é medido pela observacdo de comportamentos relativamente
estereotipados: a lambida da pata e o pulo. Ambas as reacfes sédo consideradas
respostas supra-espinhais (LE BARS et al., 2001).

No ensaio de placa quente, camundongos sui¢cos, machos e fémeas pesando
mais de 25¢g, sdo mantidos em jejum por 8h com livre acesso a agua antes da
realizacdo do experimento. O presente modelo é empregado para avaliar a
existéncia de atividade antinociceptiva central daqueles compostos selecionados da
triagem nas contor¢cdes abdominais, cujo efeito tenha sido superior ou equivalente a
40% de inibicdo, comparados ao grupo-controle.

A primeira leitura é realizada 30min antes da administracdo via oral do
composto a 100 umol/kg em suspensdo de goma arabica 5% (tempo: -30min) para
gue haja a adaptacdo do animal a placa aquecida. Em seguida, a leitura do tempo
Oh é realizada e o composto é administrado por via oral. A sequéncia das leituras é
aferida em intervalos de trinta minutos em um tempo total de duas horas (tempos:

30, 60, 90, 120 min) (Esquema 3).

Temperatura= 55 = 0,1°C

0 30 60 90 120
Adm. .

(v.0.)

Tempo (min)

Esquema 3: Cronograma de avaliagdo do ensaio de placa quente.

4.3.3 Edema de pata de rato induzido por carragenina 1% (FERREIRA, 1979)

O modelo experimental de edema de pata de rato induzido por carragenina
1% fora utilizado para fazer a triagem da atividade antiedematogénica dos novos
compostos N-acilidrazonicos inddlicos. Neste protocolo, ratos wistar, machos e
fémeas pesando entre 120 a 200 g, sdo mantidos em jejum por 8 h com livre acesso
a agua antes da realizacdo do experimento. O método consiste na administracdo da
substancia em solucdo de goma arabica a 5% por via oral a 100 umol/kg e a
carragenina € administrada por via intraplantar (I.Pl.) na pata traseira direita do
animal 1h depois da primeira etapa, assim como a solucdo de NaCl 0,9% (salina)

administrada em sua pata esquerda, ambas em um volume de 100 ul, de maneira
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gue nao haja sangramento. Em seguida, através de um pleitismémetro acoplado em
uma bomba peristaltica, o0 edema € medido a cada hora em um periodo total de
guatro horas (Esquema 4) e obtido pela diferenca de volume de solucédo deslocado

pelas patas tratadas com carragenina e salina.

-60 0 60 120 180 240

>
>

Adm. l.pl Tempo (min)

(v.0.) Carragenina

Esquema 4: Cronograma do experimento de edema de pata de rato induzido por carragenina
1%.

4.3.4 Ensaio de hipernocicepcao térmica: teste de placa quente modificado
(LAVICH et al., 2005)

Este ensaio farmacolégico é realizado em concomitancia com o modelo
edematogénico descrito por Ferreira e consiste em verificar a atividade anti-
hipernociceptiva dos compostos NAH inddlicos homologados.

Os ratos wistar sdo colocados individualmente em uma placa quente com a
temperatura ajustada a 51 = 0,1°C. A primeira leitura é aferida 30 min antes da
administracdo do composto para que haja a adaptacdo do animal ao estimulo
térmico. A segunda leitura é realizada antes da administracdo por via oral da
substancia em uma solucdo de goma arébica a 5% e denominada como leitura de
tempo Oh.

Uma hora depois, a carragenina a 1% foi injetada na pata traseira direita do
animal e a salina administrada em sua pata esquerda, ambas em um volume de 100
ul e de maneira que ndo haja sangramento. Em seguida, a medicdo da resposta
hipernociceptiva é determinada 30, 60, 120, 180 e 240 min apds a administracdo do
agente flogistico.

A laténcia de resposta da retirada de pata € obtida pela diferenca entre as
respostas aferidas nos tempos depois da administracdo da carragenina e o tempo
Oh. O tempo maximo permitido para que o rato permaneca na placa quente € de

vinte segundos.
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Temperatura= 51 +0,1°C Leituras (laténcia)

— —
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Esquema 5: Cronograma do experimento de hipernocicepcdo térmica induzido por
carragenina 1%.

4.3.5 Determinacgéo das poténcias (DEsp) antinociceptiva e antiedematogénica.

As poténcias antinociceptiva e antiedematogénica, isto é, os valores de DEsg
(dose capaz de produzir 50% do efeito maximo para estas atividades) foram obtidas
para 0s compostos mais ativos na etapa de triagem farmacoldgica. A determinacdo
da DEsp ocorreu a partir da administracao oral de diferentes doses das substancias a
grupos de animais independentes para a construcdo de curvas dose-resposta. A
faixa de doses empregada foi de 0,3-300 umol/kg. Os valores de DEs, foram obtidos
através de regressao nao-linear sigmoidal através do programa Graph Pad Prism v.

5.0 e a seguinte equacao de regressao nao-linear:

Y = bottom + top bottom/[1+ 10 (log CE50 - X)]

X =log da Concentracao

4.3.6 Potencial ulcerogénico (Adaptado de: Chi-Chung et al., 1995)

O potencial ulcerogénico foi avaliado através da disseccdo dos estbmagos
dos ratos utilizados no ensaio de edema de pata de rato. Os estdbmagos foram
abertos ao longo de sua curvatura maior. Apds, a mucosa gastrica foi lavada com
solucéo fisioldgica e examinada macroscopicamente para identificar lesdes pontuais

ou francas hemorragias.
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4.3.7 Dosagem da atividade de mieloperoxidase (MPO) (Adaptado de: POSADAS
et al., 2004)

A dosagem da atividade de MPO foi realizada com o intuito de determinar o
carater anti-inflamatorio dos derivados NAH indélicos em patas de rato inflamadas
pela administracdo da carragenina, ja que este agente flogistico aumenta a atividade
de MPO no tecido afetado (Grafico 3).

Neste ensaio, as patas inflamadas dos ratos séo retiradas seis horas apés a
administragao I.Pl. da carragenina. O material retirado deve ser pesado, fracionado
em tamanho menor e homogeneizado em 1 ml de solucdo de HTAB para cada 50
mg de tecido retraido. Apos a homogeneizacao desta solugcdo com o uso do Turrax
no quinto nivel de intensidade por 180 segundos, uma aliquota do sobrenadante é
retirada e centrifugada a 13.000 rota¢gdes por minuto (r.p.m.) durante 120 segundos.
Em seguida, 100 pul de solucéo reveladora sédo acrescentados a 100 nul deste
homogenato e agitado por 15 min para que posteriormente o nivel da atividade de
MPO fosse dosado em um aparelho de ELISA a 450 nm.

O célculo da unidade de MPO (UMPO) ocorre em fungdo de H,0O, ja que 1
uMOL desta substancia promove um incremento de 1,13 x 10 na absorbancia da

amostra.
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Grafico 3: Atividade de MPO na pata de rato induzida pela administracédo de salina e

de carragenina.

A carragenina 1% e a salina foram administradas por via intraplantar e as patas retiradas 6h apo6s
suas administracdes; os resultados sédo expressos em UMPO/mL + EPM; ndmero de animais (n)= 6.
*p<0,05 (one-way, ANOVA).
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4.3.8 Dosagem de TNF-a em cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos estimulados com LPS. (GALLILY et al., 1997)

Camundongos suigos pesando entre 25g a 30g foram estimulados com uma
solucéo de tioglicolato 3% administrada por via intraperitoneal. Depois de 3 dias, 0s
macrofagos foram coletados por lavagem do periténio com RPMI, as células foram
entdo contadas e a concentracdo foi ajustada para 100.000 células/mL.
Posteriormente, 300uL desta suspensao de células foram semeados em placa de 96
pocos e incubados por 1 hora em estufa de CO, (5% CO,, temperatura 37°C,
umidade 80-90%) para permitir a adesdo dos macréfagos a superficie dos pocos.
Apos este periodo, os pocos foram lavados por 2 vezes com PBS para a retirada das
células que nao aderiram, para que 300uL de RPMI suplementado com soro fetal
bovino inativado, estreptomicina e penicilina incubando com DMSO e as substancias
teste por 1 hora fosse adicionado nas mesmas condicdes citadas acima. Apds, 0S
macrofagos foram estimulados com LPS por 24 horas.

Apo6s 24 horas de estimulo, o sobrenadante foi coletado e o TNF-a dosado
por ensaio imunoenziméatico, utilizando o material apropriado e seguindo as

instrugcdes do fabricante.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DOS DERIVADOS NAH
INDOLICOS

5.1.1 Ensaio de contor¢cdo abdominal induzida por &cido acético 0,IN em

camundongos

Os novos derivados N-acilidrazdnicos inddlicos foram testados no modelo de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético 0,1N, ja que este ensaio permite
avaliar o efeito antinociceptivo das moléculas em questdo. Os resultados mostraram
gue grande parte das moléculas avaliadas possui atividade antinociceptiva.

Os derivados testados compdem as duas novas séries de derivados N-
acilidrazoénicos inddlicos provenientes da homologacdo da série precursora. A Série
C2 foi originada a partir da insercdo de um grupo metileno entre os fragmentos indol
e a N-acilidrazona (Anexo 1). De um modo geral, as moléculas desta série
apresentaram baixa atividade antinociceptiva no modelo de contorcdo quando
comparadas ao farmaco de referéncia, a indometacina, cujo efeito foi de 52%
(TRIBUTINO, 2002) (Gréfico 4). O composto mais ativo da série C2 neste modelo foi
0 LASSBI0-1168 que, na dose de 100 pumol/kg, inibiu as contor¢bes abdominais em
30%, comparando-0 ao grupo-controle.

Ja a Série C3 saturada composta pelos derivados N-acilidraz6nicos inddlicos
que contem dois grupos metileno inseridos entre seus grupamentos (Anexo ),
mostrou maior atividade antinociceptiva em comparacdo a Série C2. O composto
NAH inddlico fenil substituido, LASSBio-1245, foi o composto mais ativo da série
porque inibiu o efeito nociceptivo provocado pelo acido acético em 44%. Este efeito
foi de mesma magnitude que a indometacina. A triagem farmacoldgica exibiu outros
trés compostos NAH inddlicos com atividade semelhante aquela do LASSBIi0-1245.
As substancias LASSBI0-1246, LASSBIi0-1248 e LASSBI0-1249 reduziram as
contor¢gdes abdominais em 40,5%, 40% e 39%, respectivamente. Excetuando o
LASSBI0-1292 cujo resultado verificado nao foi significativo, os compostos LASSBio-
1247, LASSBIi0-1250 e LASSBIi0-1251 tiveram atividade inibitoria do estimulo

nociceptivo mediana em torno de 35% (Grafico 5).
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Gréfico 4: Efeito antinociceptivo dos derivados NAH inddlicos - Série C2 e da
indometacina no ensaio de contorcdo abdominal induzida por acido acético em

camundongos.

Os derivados NAH inddlicos e a indometacina foram administrados por via oral uma hora antes da
inducdo das contor¢6es na dose de 100 pmol/kg. Os resultados estdo expressos em nimero de
contor¢gBes abdominais £ EPM; n = 6-15 animais/grupo. *p<0,05 (one-way ANOVA, Bonferroni).
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Gréfico 5: Efeito antinociceptivo dos derivados NAH inddlicos - Série C3 e da
indometacina no ensaio de contorcdo abdominal induzida por acido acético em

camundongos.

Os derivados NAH inddlicos e a indometacina foram administrados por via oral uma hora antes da
inducdo das contor¢6es na dose de 100 pmol/kg. Os resultados estdo expressos em nimero de
contor¢cbes abdominais + EPM; n = 7-15 animais/grupo. *p<0,05 (one-way ANOVA, Bonferroni).

Apés a triagem farmacoldgica, prosseguiu-se a avaliagdo das moléculas que
apresentaram efeito inibitério sobre as contor¢des abdominais superior a quarenta
por cento para a obtencdo da poténcia antinociceptiva no mesmo modelo utilizado. A

determinacao foi realizada através da construcdo de curvas dose-resposta, gerando
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os valores de DEsg. As doses variaram de 0,3 a 300 umol/kg, administradas a grupos
de animais independentes.

Nesta avaliacédo, os derivados LASSBIi0-1248 e LASSBIi0-1249 foram os mais
potentes, apresentando valores de DEsy, de 7,7 e 8,7 umol/kg, respectivamente
(Tabelas 1 e 2, Gréficos 6 e 7), cerca de 4 a 6 vezes mais potentes que 0S outros
derivados. LASSBIi0-1246 (Tabela 3, Grafico 8) apresentou uma DEsy, de 30,4
umol/kg e LASSBIi0-1245 de 59,7 umol/kg (Tabela 4, Grafico 9). Todos estes
derivados apresentaram eficacias semelhantes (efeito maximo) em torno de 40%.
Neste modelo, a indometacina apresentou efeito maximo de 62% e DES0
equivalente a 56,2 umol/kg (LEDA, 1999).
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Tabela 1: Efeito antinociceptivo do derivado LASSBi0-1248 (0,3- 300 pmol/kg) no

ensaio de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético em camundongos.

SUBSTANCIA  DOSE (umol/kg) n n° contorcbes % inibicao

LASSBi0-1248 0,3 7 543+29 9,1
LASSBi0-1248 3,0 8 51,420 13,9
LASSBi0-1248 10,0 6 43,7+3,3 26,9
LASSBi0-1248 30,0 5 458+29 23,3
LASSBio-1248 100,0 9 357+20 40,2
LASSBi0-1248 300,0 5 41,2+29 31,0

Os resultados s@o expressos em média + erro padrdo; n = animais/grupo.
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Grafico 6: Curva dose-resposta do derivado LASSBI0-1248 no ensaio de contor¢ao

abdominal induzida por &cido acético em camundongos.

LASSBI0-1248 foi administrado em diferentes doses (0,3- 300 pmol/kg), por via oral, uma hora antes
da inducdo da contorcdo. Os resultados sao expressos em nimero de contor¢des abdominais + EPM;
curva sigmoidal obtida por regressdo nao-linear (R2 =0,8194).
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Tabela 2: Efeito antinociceptivo do derivado LASSBio-1249 (0,3- 300 pmol/kg) no

ensaio de contor¢do abdominal induzida por acido acético em camundongos.

SUBSTANCIA  DOSE (umol/kg) n n° contorgdes % inibicao

LASSBi0-1249 0,3 5 52,0+1,9 12,9
LASSBi0-1249 1,0 6 52,7+2,4 11,8
LASSBi0-1249 3,0 6 495+21 17,1
LASSBi0-1249 10,0 7 44,1 + 2,7 26,2
LASSBi0-1249 30,0 6 41,7+3,4 30,2
LASSBi0-1249 100,0 8 36,3+2,7 39,2
LASSBIi0-1249 300,0 6 39,2+2,8 34,4

Os resultados sao expressos em media * erro padrao; n = animais/grupo.
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Grafico 7: Curva dose-resposta do derivado LASSBI0-1249 no ensaio de contor¢ao

abdominal induzida por acido acético em camundongos.

LASSBI0-1249 foi administrado em diferentes doses (0,3- 300 pmol/kg), por via oral, uma hora antes
da inducdo da contorgdo. Os resultados sdo expressos em nimero de contor¢des abdominais + EPM;
curva sigmoidal obtida por regressdo nao-linear (R2 = 0,9598).



69

Tabela 3: Efeito antinociceptivo do derivado LASSBIi0-1246 (1- 300 pmol/kg) no

ensaio de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético em camundongos.

SUBSTANCIA  DOSE (umol/kg) n n° contorgbes %inibicéo

LASSBi0-1246 1,0 5 56,0+2,9 6,2
LASSBi0-1246 3,0 5 526+2,1 11,9
LASSBi0-1246 10,0 5 520+2,8 12,9
LASSBi0-1246 30,0 6 44,7+ 2,3 25,2
LASSBi0-1246 100,0 10 355+1,3 40,6
LASSBi0-1246 300,0 9 35,7+2,0 40,2

Os resultados s@o expressos em média + erro padrdo; n = animais/grupo.
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Gréfico 8: Curva dose-resposta do derivado LASSBIio-1246 no ensaio de contor¢ao

abdominal induzida por acido acético em camundongos.

LASSBI0-1246 foi administrado em diferentes doses (1- 300 pmol/kg), por via oral, uma hora antes da
inducdo da contorcdo. Os resultados sdo expressos em numero de contor¢cdes abdominais + EPM;
curva sigmoidal obtida por regressado nao-linear (R? = 0,9689).
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Tabela 4: Efeito antinociceptivo do derivado LASSBIi0-1245 (1- 300 pmol/kg) no

ensaio de contor¢do abdominal induzida por acido acético em camundongos.

SUBSTANCIA  DOSE (umol/kg) n n° contorcbes % inibicédo

LASSBio-1245 1,0 5 54,0+ 2,2 9,6
LASSBio-1245 3,0 8 51,8+34 13,3
LASSBio-1245 10,0 8 49,4 +3,9 17,3
LASSBio-1245 30,0 10 529+238 11,4
LASSBio-1245 100,0 8 334+24 44,1
LASSBi0-1245 300,0 12 38,2+ 3,7 36,0

Os resultados s@o expressos em média + erro padrdo; n = animais/grupo.
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Gréfico 9: Curva dose-resposta do derivado LASSBIio-1245 no ensaio de contor¢ao

abdominal induzida por &acido acético em camundongos.

LASSBI0-1245 foi administrado em diferentes doses (1- 300 umol/kg), por via oral, uma hora antes da
inducdo da contorgdo. Os resultados sdo expressos em nimero de contor¢gdes abdominais + EPM;
curva sigmoidal obtida por regressado nao-linear (R? = 0,7439).
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5.1.2 Ensaio da placa quente em camundongos

Visando ampliar a caracterizacao do perfil antinociceptivo, considerando ainda
a presenca do anel inddlico em substancias com acéo a nivel central, a exemplo da
serotonina, os derivados NAH inddlicos mais ativos foram avaliados no ensaio da
placa quente, um modelo experimental para estudo da nocicepcéo central a base de
um estimulo térmico a 55 °C. A morfina, substancia padrao utilizada no ensaio, é
capaz de aumentar significativamente o tempo de permanéncia dos camundongos
sobre a placa quente desde a primeira avaliagdo da resposta nociceptiva, devido sua
acao nos receptores opioides presentes no SNC e nas vias descendentes do
estimulo doloroso.

Nenhum dos derivados avaliados apresentou um perfil de acéo
antinociceptica central relevante (Graficos 10-13). Entretanto, o derivado LASSBio-
1249 (Gréfico 13) apresentou uma inibicao estatisticamente significativa em torno de
25% no tempo de avaliacdo equivalente a 60 min, porém este efeito ndo € mantido

ao longo do tempo.
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Grafico 10: Efeito antinociceptivo central do derivado LASSBi0-1245 (100 pmol/kg)

no ensaio de placa quente em camundongos.

Os resultados s&o expressos em tempo de permanéncia, em segundos (s), dos animais sobre a placa
quente + EPM; n = 8-10 animais/grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA two-way,
Bonferroni).
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Grafico 11: Efeito antinociceptivo central do derivado LASSBi0-1246 (100 pmol/kg)

no ensaio de placa quente em camundongos.

Os resultados séo expressos em tempo de permanéncia, em segundos (s), dos animais sobre a placa
quente + EPM; n = 8-10 animais/grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA two-way,

Bonferroni).
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Grafico 12: Efeito antinociceptivo central do derivado LASSBi0-1248 (100 umol/kg)

no ensaio de placa quente em camundongos.

Os resultados séo expressos em tempo de permanéncia, em segundos (s), dos animais sobre a placa
quente + EPM; n = 8-10 animais/grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA two-way,

Bonferroni).
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Gréfico 13: Efeito antinociceptivo central do derivado LASSBio-1249 (100 umol/kg)

no ensaio de placa quente em camundongos.

Os resultados séo expressos em tempo de permanéncia, em segundos (s), dos animais sobre a placa
quente + EPM; n = 8-10 animais/grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA two-way,

Bonferroni).
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENICA DOS DERIVADOS NAH
INDOLICOS.

5.2.1 Ensaio de edema de pata de rato induzido por carragenina 1%

A maioria dos compostos NAH indédlicos da Série C2 ndo diminuiu a formacao
temporal do edema de maneira significativa, ja que seus efeitos inibitorios, quando
presente, foram inferiores a 20% comparados ao grupo-controle (Figura 9).

O derivado LASSBIi0-1169, cujo substituinte € o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil,
foi o Unico que apresentou uma atividade antiedematogénica significativa em torno
de 37% na segunda hora do edema, contudo uma atividade inferior ao composto
padrdo, a indometacina. Todavia, esta atividade n&o foi observada nas horas
seguintes do experimento. Observamos também uma atividade estatisticamente
significativa para o derivado LASSBIio-1164, com uma inibicdo de 23% na quarta
hora apds a administracdo da carragenina (Figura 9).

Assim como observado para o efeito antinociceptivo, a atividade
antiedematogénica dos derivados NAH indolicos da Série C3 foi maior que a dos
analogos da Série C2.

De um modo geral, estes derivados também sé foram capazes de inibir a
formacdo do edema de forma significativa na segunda hora. Destacamos aqui 0s
derivados LASSBI0-1245, LASSBIi0-1248, LASSBIi0-1249, LASSBIio-1250 e
LASSBIi0-1251 com 33%, 32%, 51%, 26% e 24 % de inibicdo (Figura 10). Ademais,
LASSBI0-1250 foi o Unico que manteve um efeito estatisticamente significativo na
hora seguinte. Contudo, podemos observar que estes derivados mantém uma
inibicdo constante em torno de 20% nas horas seguintes, demonstrando a
capacidade dos mesmos de controlar o efeito edematogénico de forma diferenciada
dos demais derivados da mesma série assim como dos derivados da série C2, ainda
gue de forma estatisticamente nao significativa. Cabe ressaltar que a atividade
apresentada pelo derivado LASSBI0-1249 foi semelhante a observada pela

indometacina na segunda hora do experimento (Figura 10).
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Figura 9: Efeito antiedematogénico temporal dos derivados NAH indélicos - Série C2
no ensaio de edema de pata de rato induzido por carragenina 1%.

Os derivados NAH inddlicos e a indometacina foram administrados por via oral uma hora
antes da inducdo do edema na dose de 100 pmol/kg. Os resultados sédo expressos em média de
volume + EPM; n = 6-12 animais/grupo; *p<0,05 (ANOVA two-way, Bonferroni).
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Figura 10: Efeito antiedematogénico temporal dos derivados NAH inddlicos - Série
C3 no ensaio de edema de pata de rato induzido por carragenina 1%.

Os derivados NAH indélicos e a indometacina foram administrados por via oral uma hora
antes da inducdo do edema na dose de 100 pmol/kg. Os resultados sédo expressos em média de
volume + EPM; n = 6-12 animais/grupo; *p<0,05 (ANOVA two-way, Bonferroni).
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Considerando que os derivados LASSBI0-1248 e LASSBIi0-1249 foram os que
apresentaram maior poténcia antinociceptiva, decidimos também determinar a
poténcia antiedematogénica, ou seja, constatar se o0 efeito antiedematogénico
também seria dependente da dose, nos tempos de duas e trés horas apos a injecédo
de carragenina . Além disso, o derivado LASSBIi0-1248 é analogo direto do protétipo
LASSBIo-651 por apresentar o mesmo substituinte 2-furila.

A resposta antiedematogénica do derivado LASSBIio-1248 n&o variou com o
aumento da dose, dessa forma ndo permitindo estabelecer uma relacdo dose-
resposta e consequentemente a determinacdo da DEs, para a atividade
antiedematogénica (Tabela 5). LASSBIio-1248 também ndo apresentou efeito
inibitorio significativo (< 10%) na terceira hora do edema quando testado a 300
umol/kg.

Por outro lado, o derivado LASSBI0-1249 foi capaz de inibir de forma dose-
dependente a formacdo do edema e exibiu poténcia antiedematogénica com uma
DEsp de 18,6 umol/kg (Tabela 6, Grafico 14).
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Tabela 5: Efeito antiedematogénico do derivado LASSBio-1248 (10- 300 pmol/kg)

durante a segunda hora do modelo de edema de pata de rato induzido por
carragenina 1%.

SUBSTANCIA  DOSE (umol/kg) n EDEMA (uL) % nibic&o

LASSBio-1248 10,0 10 398,0 £ 39,3 2,9
LASSBio-1248 30,0 7 324,8 £ 23,2 20,8
LASSBi0-1248 100,0 11 273,80 + 25,2 33,2
LASSBio-1248 300,0 8 343,1+22,8 16,3

Os resultados sao expressos em média + erro padrdo; n=n° de animais.

Tabela 6: Efeito antiedematogénico do derivado LASSBio-1249 (10- 300 pmol/kg)
durante a segunda hora do modelo de edema de pata de rato induzido por
carragenina 1%.

SUBSTANCIA  DOSE (umol/kg) n EDEMA (uL) % inibig&o

LASSBio-1249 10,0 5 390,0 £23,5 49
LASSBio-1249 30,0 5 308,1+£14,0 24,9
LASSBio-1249 100,0 9 200,4 £ 23,7 51,1
LASSBio-1249 300,0 5 249,8 £ 16,2 39,1

Os resultados sé@o expressos em média + erro padréo; n= n° de animais.
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Grafico 14: Curva dose-resposta do derivado LASSBIi0-1249 durante a segunda

hora no modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina 1%.

LASSBI0-1249 foi administrado em diferentes doses (10- 300 umol/kg), por via oral, uma hora antes
da administracdo da carragenina 1%. Os resultados sdo expressos em volume do edema em puL +
EPM; nimero de animais (n)= 5-9; curva sigmoidal obtida por regressao nao-linear (R2 =0,8162).
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5.3 ATIVIDADE ANTI-HIPERNOCICEPTIVA DOS DERIVADOS NAH INDOLICOS

5.3.1 Ensaio de hipernocicepcdo térmica (teste de placa quente modificado)

O ensaio de placa quente modificado foi utilizado para averiguar o potencial
anti-hipernociceptivo dos compostos NAH inddlicos das Séries C2 e C3
administrados por via oral a 100 umol/kg.

O protétipo LASSBIi0-651 e o derivado LASSBIi0-1290, recém-sintetizado da
Série C1, também foram avaliados neste modelo para fins de comparagéo.
LASSBIi0-651 j& havia sido avaliado no modelo de hipernocicepcdo induzida por
formalina, apresentando uma DEs, de 37,8 umol/kg na inibicdo da 22 fase do ensaio
de formalina, isto €, da fase inflamatéria, porém sua atividade no modelo empregado
neste trabalho ainda n&o havia sido caracterizada.

LASSBI0-651 apresentou efeito anti-hipernociceptivo significativo no modelo
de hipernocicepcao térmica, aumentando o tempo de laténcia a partir da segunda
hora em torno de 50% até quatro horas apds o0 estimulo inflamatorio e
hipernociceptivo (Figura 11).

J& o derivado LASSBIi0-1290 foi menos ativo que LASSBIi0-651, apresentando
uma atividade anti-hipernociceptiva significativa em torno de 35% nos tempos de 120
e 180 min (Figura 11).
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Figura 11: Atividade anti-hipernociceptiva da indometacina e dos compostos

LASSBIi0-651 e LASSBIi0-1290 no ensaio de hipernocicepcéo térmica.

Os derivados NAH inddlicos e a indometacina foram administrados nas doses de 100 e 30
pmol/kg, respectivamente, por via oral, uma hora antes da administracdo da carragenina
1%. Os resultados sé@o expressos em variagdo (A) do tempo de laténcia em segundos (s) £ EPM; n =
6- 11 animais. *p<0,05 (ANOVA- twoway, Bonferroni).
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Quando os derivados da Série C2 foram avaliados (Figura 12), podemos
observar que somente o derivado LASSBI0-1166 apresentou um efeito anti-
hipernociceptivo significativo, aumentando o tempo de laténcia dos animais sobre a
placa quente em 47% a partir da 22 hora do ensaio, um efeito da mesma magnitude
da indometacina. Ja o LASSBIi0-1169 apresentou um efeito significativo de 34% no
tempo 120 min, mas esta atividade n&o foi mantida (Figura 12).

Todos os derivados da Série C3 foram avaliados no modelo de
hipernocicepc¢ao térmica. Em geral, os compostos desta série foram mais ativos que
aqueles da Série C2, assim como nos outros modelos. Contudo, o derivado
LASSBI0-1245 foi 0 Unico composto que ndo apresentou efeito anti-hipernociceptivo
(Figura 13).

Podemos destacar os efeitos anti-hipernocicetivos dos derivados LASSBiIo-
1247, LASSBI0-1248 e LASSBI0-1249, que ao contrario do observado para o efeito
antiedematogénico, apresentaram efeitos pronunciados em todos o0s tempos
estudados apos o estimulo inflamatorio e hipernociceptivo.

LASSBI0-1247 foi capaz de inibir a hipernocicepcdo desde os primeiros 30
min de forma bastante significativa, aumentando o tempo de laténcia global em
55%, demonstrando uma pequena diminuicdo na quarta hora do ensaio. LASSBio-
1248 também exerce efeito anti-hipernocicetivo expressivo desde os primeiros 30
min, mantendo uma inibicdo global em torno de 50%, sendo semelhante ao
observado para a indometacina. LASSBIi0-1249, diferentemente de LASSBIi0-1247 e
LASSBIi0-1248, apresentou um efeito bem menos pronunciado nos primeiros
momentos do ensaio, exercendo uma acao hipernociceptiva global em torno de 36%
(Figura 13).

Cabe destacar também que o efeito apresentado pelo derivado LASSBio-
1292 aumenta o tempo de laténcia de forma estatisticamente significativa nos
tempos de 120 e 180 min, em torno de 35%, perdendo o efeito na quarta hora do
experimento (Figura 13).

Os demais derivados LASSBIi0-1246, LASSBIi0o-1250 e LASSBIio-1251 néo
apresentaram um perfil de atividade anti-hipernociceptiva relevante comparado com

os demais (Figura 13).
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Figura 12: Atividade anti-hipernociceptiva da indometacina e dos derivados NAH

inddlicos - Série C2 no ensaio de hipernocicepc¢ao térmica.

Os derivados NAH inddlicos e a indometacina foram administrados nas doses de 100 e 30
pmol/kg, respectivamente, por via oral, uma hora antes da administracdo da carragenina
1%. Os resultados sédo expressos em variagdo (A) do tempo de laténcia em segundos (s) £ EPM; n =
5- 11 animais. *p<0,05 (ANOVA- twoway, Bonferroni).
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Figura 13: Atividade anti-hipernociceptiva da indometacina e dos derivados NAH

inddlicos - Série C3 no ensaio de hipernocicepcao térmica.

Os derivados NAH inddlicos e a indometacina foram administrados nas doses de 100 e 30
pmol/kg, respectivamente, por via oral, uma hora antes da administracdo da carragenina
1%. Os resultados sédo expressos em variagdo (A) do tempo de laténcia em segundos (s) £+ EPM; n =

5- 13 animais. *p<0,05 (ANOVA- twoway, Bonferroni).
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5.4 POTENCIAL ULCEROGENICO

A determinacdo do potencial ulcerogénico dos derivados NAH indolicos das
Séries C2 e C3 foi obtida através da dissec¢cdo dos estdmagos dos ratos utilizados
nos modelos de edema de pata e hipernocicepcdo térmica para avaliar a
possibilidade destes compostos provocarem lesdes ulcerativas gastricas, sabendo
ser um efeito colateral dos farmacos AINEs tradicionais (BURKE et al., 2006). A
analise macroscopica da mucosa do estbmago dos animais realizada sete horas
apos a administragéo por via oral dos derivados na dose de 100 pumol/kg mostrou
gue nenhum deles induziu a formacdo de lesdes pontuais ou hemorragicas como
aguelas provocadas pela indometacina. Ainda, os animais tratados com LASSBio-
1248 e LASSBI0-1249 na dose de 300 umol/kg também ndo apresentaram lesdes

ulcerativas no estomago.

5.5 DOSAGEM DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

Dentre outros fatores, o recrutamento de neutrofilos circulantes na corrente
sanguinea contribui para o desenvolvimento do processo inflamatério. A
quantificacdo da infiltragcdo de neutrdfilos para a pata afetada pela carragenina pode
ser realizada através da avaliacdo dos niveis de MPO, ja que sua atividade funciona
como um marcador da migracdo deste tipo celular para os tecidos. Para isto, a
regido subplantar da pata dos ratos foi retirada apds seis horas a administracdo do
estimulo flogistico (POSADAS et al., 2004).

Em virtude do derivado LASSBIi0-651 ser o composto NAH inddlico protétipo
dos derivados homologados, o efeito sobre a atividade da MPO também foi
averiguado. LASSBI0-651 reduziu em 23% a migracao de neutrdfilos na pata do rato
inflamada pela carragenina, mas de forma estatisticamente n&o-significativa. Por
outro lado, seu andalogo direto da Série C2, LASSBIi0-1166, apresentou atividade
estatisticamente significativa equivalente a 64% (Grafico 15).

Outrossim, a determinacédo da atividade de MPO mostrou que 0S compostos
da Série C3 testados no referido modelo exibiram efeito semelhante aquele do
LASSBIi0-1166. Quando comparados ao grupo-contole, LASSBio-1247, LASSBio-

1248 e LASSBI0-1292 reduziram a infiltracdo de neutrofilos na pata inflamada em
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aproximadamente 55%. Vale ressaltar que o efeito destas substancias foi da mesma
magnitude que o farmaco de referéncia utilizado no experimento, a indometacina
(Grafico 15). Este ensaio permitiu observar que a estrutura NAH inddlica

homologada pode favorecer a redug&o da migracéo celular.
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Gréfico 15: Efeito sobre a atividade da MPO provocada pela indometacina e pelos
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derivados NAH inddlicos anti-hipernociceptivos.

Os derivados NAH inddlicos e a indometacina foram administrados nas doses de 100 e 30
pmol/kg, respectivamente, por via oral, uma hora antes da administracdo da carragenina
1%; a regido subplantar da pata foi retirada 6h apos a injecdo do estimulo flogistico. Os
resultados sao expressos em porcentagem da reducdo da unidade de MPO/ml (UMPO/ml) + EPM
para namero de animais (n)= 4- 6*. *p<0,05 (teste “t” de Student).

5.6 DOSAGEM DA PRODUCAO DE TNF-a EM CULTURA DE MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS ESTIMULADOS COM LPS

O fator de necrose tumoral-a (TNF-a) € uma potente citocina pro-inflamatéria
produzida em grandes quantidades por macréfagos, que contribui com o
desenvolvimento da dor inflamatéria por intermédio de outras citocinas e a partir da
sensibilizacdo de nociceptores, além de mediar a migracdo de neutrofilos para
tecidos inflamados (VERRI et al., 2006).

Com isso, os derivados NAH indolicos que apresentaram atividade anti-
hipernociceptiva foram avaliados no modelo in vitro de dosagem da producédo de
TNF-a proveniente de macrofagos peritoneais de camundongos sui¢cos estimulados
por LPS. Neste ensaio, os derivados LASSBIi0-1248, LASSBio-1247 e LASSBIio-
1292 destacaram-se por inibir a producdo desta citocina em 68%, 94% e 98%,

respectivamente, comparados ao grupo-controle (Grafico 16). O derivado-prototipo
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LASSBI0-651 ndo apresentou efeito significativo, sendo capaz de inibir somente em

30% a producado de TNF-a na concentragao de 100 pM (Gréfico 16).
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Grafico 16: Efeito da talidomida e dos derivados NAH inddlicos anti-
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hipernociceptivos na producdo de TNF-a em macrofagos peritoneais de

camundongos suicos estimulados por LPS.

Os derivados NAH inddlicos foram testados a 100 uM e a talidomida a 300 uM; os resultados séo
expressos picogramas/ml de producdo de TNF-a + EPM para numero de animais (n)= 3-4%
substancias testadas a 100 yM e Talidomida a 300 uM; *p<0,05 (ANOVA-Oneway).
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6. DISCUSSAO
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6 Discussao

Diante do desafio imposto pelas etapas de invencéo e identificacdo de novos
compostos biologicamente ativos, além da complexidade inerente ao sistema
biologico, o Laboratério de Avaliagdo e Sintese de Substancias Bioativas, o
LASSBIo®, tem desenvolvido e sintetizado moléculas com a subunidade NAH para
obter protétipos de farmacos com perfil analgésico e anti-inflamataorio.

Assim como a NAH, o fragmento indolico compde a estrutura das moléculas
avaliadas no presente trabalho que foram originadas a partir da homologacao do
derivado LASSBIo0-651 ((E)-N*-(2-furanil metileno)-1H-indol-3-carbohidrazida), ja
descrito pelo grupo de pesquisa do LASSBio® com relevante propriedades
antinociceptiva e anti-inflamatoria. Ambas as subunidades s&o consideradas
estruturas privilegiadas por estarem contidas em varios derivados com funcgbes
terapéuticas diversificadas, inclusive em moléculas biologicamente ativas que
atenuam o desenvolvimento do processo inflamatério (DUARTE et al., 2007; de SA
ALVES et al., 2009). Ainda, a estratégia de homologacdo gerou duas novas seéries
analogas de derivados que foram objetos do presente estudo.

Inicialmente, os compostos foram avaliados no ensaio de contorgéo
abdominal induzida por acido acético, um modelo onde a nocicep¢do é estimulada
por diversos mediadores quimicos, como as PGs, e por isso constitui uma
metodologia importante para a realizacdo da triagem farmacoldgica de compostos
antinociceptivos. A resposta nociceptiva induzida pelo acido acético pode ser
reduzida por inibidores da recaptacdo de noradrenalina e de 5-HT, AINEs e
narcoticos (COLLIER et al., 1968; GRAY et al., 1998).

O modelo de contorcdo abdominal mostrou que as moléculas NAH inddlicas
da Série C2 foram menos ativas que aquelas da Série C3. Tal situacéo é evidente na
equivaléncia entre os efeitos do composto mais ativo da Série C2 (LASSBIi0-1168;
30% de inibicdo) com o menos ativo da Série C3 (LASSBIi0-1251; 32% de inibi¢&do),
excetuando o derivado LASSBIi0-1292. Ademais, todas as moléculas obtidas a partir
da insercédo de um grupo metileno entre o nucleo indolico e a NAH também foram
menos ativas que seus respectivos analogos da Série C1, série que o derivado-
protétipo LASSBIio-651 pertence, indicando que este tipo de homologacdo néo

constituiu uma estratégia de sucesso na obtencdo de analogos mais ativos.
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Contudo, a homologagao com a insercao de dois grupos metileno permitiu a
obtencdo de analogos ativos quando comparamos o perfil antinociceptivo dos
derivados prototipos com seus respectivos analogos da Série C3.

Apesar de o emprego desta ferramenta da quimica medicinal ter gerado uma
leve reducdo da atividade antinociceptiva para alguns dos derivados da Série C3,
ainda que ativos (LASSBIio-1247, LASSBIio-1251) a homologacdo mostrou-se uma
estratégia adequada para se obter analogos mais ativos, ja que os derivados
LASSBI0-1245, LASSBIi0-1246 e LASSBI0-1249 inibiram as contor¢bes abdominais
em aproximadamente duas vezes mais que seus analogos da Série C1, LASSBio-
644, LASSBIi0o-646 e LASSBI0-653, respectivamente (Quadro 1), e os derivados
LASSBI0-1248 e LASSBIi0-1250 nao tiveram seus perfis alterados.

A alteragéo bioisostérica do substituinte fenila do derivado LASSBio-644 pela
2-furila e pela 2-tiofenila do LASSBIio-651 e LASSBI0-655, respectivamente,
melhorou a atividade antinociceptiva do LASSBIio-644. Contudo, esta relacdo de
otimizacdo causada pelo bioisosterismo de anel ndo é observada na Série C3. Isto
qguer dizer que o incremento do efeito antinociceptivo promovido pela bis-
homologacao tornou a estratégia de bioisosterismo entre anéis indiferente para a
reducao das contorgdes abdominais.

Ainda, a alteracdo bioisostérica do radical p-dimetilamino fenil substituido na
regido iminica do derivado LASSBIi0-1246 pelo radical p-isopropil fenil na mesma
posicdo (LASSBIio-1292) diminuiu a atividade antinociceptiva. Vale observar que a
presenca deste substituinte juntamente com a bis-homologacdo é deletéria para a
atividade em questéo, visto que o LASSBI0-1292 foi o Unico composto da Série C3

gue néo apresentou atividade no modelo de contor¢cdo abdominal.
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Quadro 1: Atividade antinociceptiva dos analogos NAH inddlicos no modelo

de contor¢do abdominal induzida por acido acético 0,1N.

Atividade antinociceptiva
Substituinte Série C1 Série C2 Série C3
Substéncia | % deinibicdo ] Substancia | % deinibicdo | Substancia | % de inibicdo
@ LASSBio-644 22% LASSBIo0-1163 5% LASSBI0-1245 44%
@ _~| LASSBIo-646 27% LASSBio-1164 23% LASSBio-1246 40,5%
N
LASSBI0-649 46% LASSBi0-1165 29% LASSBio-1247 34%
/
(o)
O,
| / LASSBI0-651 38% LASSBI0-1166 16% LASSBI0-1248 40%
(0]
/4\0
LASSBIi0-653 23% LASSBio-1167 14% LASSBio-1249 39%
S,
| / LASSBI0-655 38% LASSBIio-1168 30% LASSBI0-1250 36%
\g< LASSBI0-656 41% LASSBI0-1169 29% LASSBI0-1251 32%
OH
\Q/ LASSBIi0-1290 36% LASSBI0-1291 8% LASSBI0-1292 17%

Mesmo diante da existéncia de relatos que os efeitos da homologacéo néo
sdo capazes de ser previstos, a atividade antinociceptiva pronunciada da maioria
das moléculas da Série C3 pode ser explicada em virtude da maior liberdade
conformacional existente nas moléculas quando comparadas aquelas da Série C2
(WERMUTH, 2008).

Na grande maioria dos casos, as bases para a ocorréncia dos efeitos
farmacodinamicos é a interacdo da substancia com uma biomacromolécula de
determinada importancia fisiologica (SIPPL, 2008). Como exemplo, as ligacdes de

hidrogénio sé@o recorrentes no reconhecimento molecular de inUmeros farmacos e
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caracterizadas por acontecer entre um atomo de hidrogénio com &atomos de
nitrogénio, flior ou oxigénio, além de contribuirem predominantemente para a
especificidade do reconhecimento molecular. Ainda, este tipo de ligagdo é a
interagcdo nao-covalente mais importante existente no sistema biolégico, inclusive
para a interacdo entre o ligante e a proteina (SCHAEFFER, 2008; BARREIRO &
FRAGA, 2008b).

Com relacéo aos valores obtidos de DEsy 0 derivado LASSBIi0-1245 exibiu
menor poténcia que seus analogos. Tal fato pode ter sido em virtude da inexisténcia
de um ponto favoravel a ligagdo de hidrogénio no substituinte do composto em
guestao, ao contrario dos demais derivados NAH indolicos avaliados. Os compostos
LASSBIi0-1246, LASSBIi0-1248 e LASSBI0-1249 mostraram ser substancias
antinociceptivas mais potentes que o protétipo LASSBio-651 e a indometacina
(Tabela 7) (LEDA, 1999).

Tabela 7: Poténcia da indometacina e dos compostos NAH inddlicos no modelo de

contor¢ao abdominal induzida por acido acético 0,1N.

SUBSTANCIA EF. MAXIMO*  DEsg, (umol/kg)  DEsy (mg/kg)

Indometacina 62 56,2** 20,1
LASSBIio-651 52 40,0 10,1
LASSBIi0-1245 44 59,7 17,4
LASSBi0-1246 41 30,4 10,2
LASSBIi0-1248 40 7,7 2,2
LASSBIi0-1249 39 8,7 2,9

DEsq: Dose eficaz para cinquenta por cento do efeito maximo. *% de inibi¢do; *LEDA, 1999.

Outrossim, apesar da inser¢cdo de dois grupos metileno entre os fragmentos
indol e NAH que resultou no derivado LASSBIi0-1248 né&o ter incrementado o efeito
antinociceptivo comparado ao analogo da Série Cl, LASSBio-651, e ainda ter
apresentado menor efeito maximo, a determinacdo da DEsy mostrou que a
homologacdo levou & um incremento da poténcia antinociceptiva de
aproximadamente cinco vezes (DEsy LASSBI0-1248 = 7,7 umol/kg x DEsy LASSBio-
651 = 40 pmol/kg). De acordo com a literatura, a homologagcdo € uma estratégia
utilizada por quimicos medicinais para obter compostos mais potentes que 0s

protétipos. Tal fato sugere que a homologacédo tenha favorecido a ocorréncia de
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interagbes mais estaveis com o sitio de reconhecimento da biomacromolécula
(SCHAEFFER, 2008).

Os derivados que apresentaram atividade antinociceptiva pronunciada no
modelo de contor¢cdo abdominal foram avaliados no ensaio de placa quente.
Considerando a presenca do fragmento inddlico na estrutura dos compostos
estudados, assim como na molécula de serotonina, e a atividade antinocicetiva
central observada para LASSBIi0-1249, poderiamos especular uma acéo deste em
alvos serotoninérgicos situados em fibras de laminas superficiais do corno dorsal
(YOSHIMURA & FURUE, 2006).

O modelo de edema induzido por carragenina tem sido empregado na triagem
farmacologica para verificar o efeito antiedematogénico, consequentemente o
potencial anti-inflamatério de substancias, por ser um método capaz de avaliar o
aumento do volume da pata do animal quando estimulada por um agente flogistico
(FERREIRA, 1979). Estudos realizados por Posadas e colaboradores (2004)
mostram claramente a formacéo do edema e a migracao de neutrofilos em virtude da
administracdo intraplantar de carragenina (POSADAS et al., 2004).

Sabidamente, o processo edematogénico também pode ser induzido pela
acdo de diversos mediadores quimicos, como a 5-HT, a histamina, bradicinina, PGs
e TNF-a, cujos efeitos acarretam no aumento da permeabilidade vascular (MAJNO
et al., 1961; ROCHA et al., 2006).

Anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) como a indometacina sdo capazes
de reduzir a formagao do edema em virtude do seu mecanismo de agao que resulta
na reducdo da sintese de PGs (BURKE et al., 2006). Com isso, o0 ensaio de edema
de pata de rato tem sido amplamente utilizado para verificar efeitos de novos
candidatos a farmacos com perfil anti-inflamatério.

A avaliacdo temporal da atividade antiedematogénica dos compostos NAH
indolicos da série C2 mostrou que o LASSBIi0-1169 foi o Unico derivado a reduzir
significativamente a formacédo do edema, mas somente na segunda hora do modelo.
O ensaio de edema indicou que as substancias da Série C3 sdo mais ativas que
aquelas da Série C2, com efeito predominante durante a segunda hora da avaliacdo
da resposta inflamatoria. Tal comportamento esta bem caracterizado para o derivado
LASSBIi0-1249 que, testado na dose de 300 umol/kg, exibiu o mesmo perfil
antiedematogénico pronunciado duas horas apdés a administracdo da carragenina.
Estes resultados apontam para a possibilidade de os compostos NAH indolicos
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interferirem na agdo de mediadores quimicos mais proeminentes no inicio do
processo inflamatério agudo, como a 5-HT, e que tenham menor relevancia
conforme o surgimento de outros mediadores, diferente do protétipo LASSBIio-651
cuja atividade antiedematogénica pronunciada durante a terceira hora pode estar
relacionada com a inibigdo de formacéo de prostaglandinas (SILVA et al., 2002).

Apesar de os compostos da Série C3 serem mais ativos que os da Série C2,
a comparacao com o perfil antiedematogénico apresentado pelos analogos da Série
C1 mostra que a homologacédo nao otimizou este efeito. Isto pode ser evidenciado
pela comparacgdo entre os efeitos apresentados por LASSBio-651 com seu analogo
direto LASSBIi0-1248, que teve baixa atividade antiedematogénica e né&o foi
dependente da dose. Por outro lado, LASSBIi0-1249 mostrou um perfil de acéo
dependente da dose e uma poténcia antiedematogénica de 18,6 umol/kg.

Apesar das diferencas existentes entre LASSBio-1249 e LASSBIo-651, a
determinacao de suas poténcias indica que o protétipo da série possui melhor perfil
antiedematogénico (DEso = 9,8 umol/kg).

O modelo de hipernocicepcédo térmica induzida por carragenina consiste em
expor o animal a uma temperatura continua até que a resposta nociceptiva refletida
na pata seja evocada. Segundo Lavich e colaboradores, este ensaio permite
detectar a hipersensibilidade periférica desencadeada pela carragenina e pode ser
induzida pela PGE;, histamina, bradicinina e 5-HT, além da importante participacdo
de neutréfilos. Ainda, este modelo é sensivel a efeitos analgésicos de AINEs, como
a indometacina, e constitui uma abordagem adequada para estudos farmacolégicos
e de dor inflamatéria (LAVICH et al., 2005; CUNHA et al., 2008). Mediante a retérica,
os compostos NAH indélicos foram avaliados no modelo de placa quente modificado
para averiguar seus respectivos potenciais anti-hipernociceptivos.

Deste modo, os resultados apontam novamente para uma maior atividade das
moléculas da Série C3 em comparacédo aquelas da Série C2.

A estratégia de bioisosterismo aplicada a alguns compostos da Série C3 foi
favoravel para a obtencdo da atividade anti-hipernociceptiva. Uma comparacao do
perfil anti-hipernociceptivo restrita entre os isésteros do anel fenila (LASSBi0-1245)
mostrou que a substituicdo pelo 2-tiofenila (LASSBIio-1250) levou a um incremento
do efeito. A substituicdo pelo radical 2-furila (LASSBIio-1248) aumentou mais ainda o
efeito, otimizando o perfil anti-hipernociceptivo dos outros dois bioisGsteros em
guestao. Estes fatos permitem sugerir que, neste caso, a reducéo da hidrofobicidade
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do sistema aromatico dos substituintes isGsteros destas moléculas pertencentes a
Série C3 foi benéfica para a atividade sobre a dor inflamatoria.

O radical 2-furila parece ser um grupamento auxoférico mais conveniente
para obter o efeito anti-hipernociceptivo, quando comparado a outros analogos e até
mesmo a indometacina. O composto LASSBio-1166 destacou-se das moléculas da
Série C2 porque apresentou atividade superior aos outros derivados da mesma
série. Quando este substituinte fora combinado com a estrutura NAH inddlica bis-
homologada, percebe-se que este tipo de estratégia contribuiu para um incremento
do efeito logo no inicio da avaliacdo da resposta hipernociceptiva, exibindo um perfil
anti-hipernociceptivo similar a indometacina. Além destas substancias, o analogo da
Série C1, o prototipo LASSBIi0-651, também apresentou efeito relevante.

Para compreender a importancia da homologacdo na atividade anti-
hipernociceptiva, uma comparacdo entre os analogos do protétipo LASSBIi0-651 foi
realizada através do calculo da area sob a curva do perfil do referido efeito
evidenciado pelos derivados 2-furil substituidos. O tratamento estatistico mostrou
gue a modificacao estrutural que originou o derivado LASSBio-1166 ndo modificou o
perfil anti-hipernociceptivo, indicando novamente que a homologacdo ndo é uma
estratégia adequada para obter um analogo mais ativo que o protétipo. Entretanto, a
andlise estatistica indica que a aplicacdo da estratégia da bis-homologacao
aperfeicoou o perfil anti-hipernociceptivo do prototipo LASSBio-651.

Vale ressaltar que os analogos LASSBIi0-1169 e LASSBIi0-1251 exibiram
atividade mediana em determinado momento da avaliagdo da resposta anti-
hipernociceptiva. Todavia, o efeito em questdo pode estar associado a capacidade
antioxidante do radical 3,5-di-terc-4-hidroxifenil, fato que também favoreceria ao
efeito antiedematogénico do LASSBIi0-1169 evidenciado durante a segunda hora do
experimento. Sabidamente, as espécies reativas de oxigénio provenientes de
neutréfilos ativados e células endoteliais contribuem com 0 processo
hipernociceptivo induzido por carragenina e com o aumento da permeabilidade
vascular (IBI et al.,, 2008; BOUEIZ & HASSOUN, 2009). Duarte e colaboradores
verificaram em derivados NAH que o substituinte 3,5-di-terc-4-hidroxifenil teria a
capacidade de doar o hidrogénio da hidroxila encontrada na posi¢cao para do anel
fenila para radicais livres, conferindo uma importante caracteristica que o permite
atuar como agente antioxidante (DUARTE et al., 2007b).
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Em outra diretriz, diversos estudos correlacionam a hipernocicep¢cdo com a
migracdo de neutrofilos para o local inflamado, além da presenca de TNF-a que
também atua como agente quimiotatico para estas células do sistema imune. Esta
citocina proé-inflamatéria promove o fenémeno hipernociceptivo através de receptores
de alta afinidade, mas de acordo com Cunha e colaboradores (2008) também é
intermediado pelos neutrofilos, provavelmente porque estas células sdo capazes de
produzir mediadores inflamatérios, como a PGE,, que diminuem o limiar de ativacéo
dos nociceptores com o aumento da excitabilidade da membrana neuronal (VERRI
et al., 2006; CUNHA et al., 2008; COUNTAX et al., 2005).

Com os resultados obtidos € evidente que parte do efeito anti-hipernociceptivo
dos derivados LASSBIi0-1166, LASSBIi0-1247, LASSBIi0-1248 e LASSBIi0-1292 pode
ser em virtude da reducdo da migracdo de neutréfilos para o sitio inflamado e pela
inibicdo da producdo de TNF-a que, por sua vez, também interferem na migragcéo
leucocitéria, diferente do prototipo LASSBIi0-651 cuja atividade anti-hipernociceptiva
parece ter menor correlacdo com a migracdo de neutréfilo e a producdo desta
citocina inflamatoria.

Diante do exposto, nossos resultados apontam para diferentes perfis de agéo
do protétipo LASSBIio-651 e o analogo LASSBIi0-1248, provocada pela bis-
homologacdo. Apesar de apresentarem atividades antinociceptiva e anti-
hipernociceptiva consideraveis, o efeito observado no ensaio de edema de pata de
rato indica que LASSBIi0-1248 nao age preferencialmente em alvos que atenuam a
formacdo do edema como o LASSBIio-651, cujas atividades podem envolver
relevante participacdo de prostandides. O efeito pronunciado de LASSBIi0-1248 e
outros derivados NAH inddlicos bis-homologados sobre a producdo de TNF-a e a
migracdo de neutréfilos sugere que estes apresentam perfis semelhantes a
inibidores de TNF-a, como a talidomida, ja que a literatura descreve o potencial anti-
inflamatério, anti-hipernociceptivo e antinociceptivo deste farmaco sem contudo
afetar a exsudacado, reforcando mecanismos distintos para LASSBIio-651 e seus
analogos (LACERDA, 2006; RIBEIRO et al.,2000).

Mas diante da disparidade existente entre a semelhanca da redugcao da
migracdo de neutrofilos e a reducdo na producdo de TNF-a provocada pelos
compostos NAH indolicos selecionados e a diferenca entre os perfis anti-
hipernociceptivos pode ter sido em virtude de compostos com perfil anti-
hipernociceptivo destacavel, como o LASSBio-1248, atenuar a acgdo de outro
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mediador quimico de outra via da génese do processo inflamatorio, sinergicamente a
reducdo do recrutamento celular.

Devido as caracteristicas do fragmento NAH, outra hipétese que ndo pode ser
descartada € a acdo dos compostos sobre a via de producdo dos prostandides. A
inibicdo da atividade da COX e consequentemente a producdo de mediadores
lipidicos como a PGE; e a PGl,, que contribuem para o0 aumento da secrecdo de
muco no estdbmago e também participam do desenvolvimento dos sinais cardinais,
esta associada ao surgimento de ulceracfes no trato gastrointestinal, constituindo
um dos principais efeitos colaterais de farmacos anti-inflamatoérios e analgésicos
inibidores néo-seletivos da COX (JONES et al.,, 2008; SMYTH et al., 2006b).
Ademais, estudos indicam que para haver a formacdo de lesdes ulcerativas no
estbmago € preciso que a atividade das duas isoformas sejam inibidas (WALLACE
et al., 2000). A andlise da mucosa gastrica dos animais mostrou que 0S compostos
NAH inddlicos ndo exibiram potencial de ulcerogenicidade gastrica, diferentemente
da indometacina.

Outros compostos descritos com atividade anti-inflamatoria cujas estruturas
contem o fragmento NAH reduziram a producdo de PGE, sem, contudo, causar
lesBes ulcerativas gastricas (CUNHA et al., 2002; TRUBUTINO, 2002; TRIBUTINO
et al., 2009). Mais ainda, o protétipo LASSBIio-651 também reduziu a producédo de
PGE;, e TXB, sem apresentar potencial de ulcerogenicidade. Logo, a possibilidade
de os compostos NAH inddlicos também atuarem sobre a via de producdo dos
prostandides ndo pode ser excluida, sabendo que o fragmento inddlico e a NAH séo
subunidades privilegiadas que podem regular a acdo de mais de um mediador
guimico envolvido no surgimento dos sinais cardinais da inflamacéo, atuando como
simbidticos.

Este estudo mostrou que alguns derivados NAH indélicos podem ser
prototipos de farmacos anti-inflamatorio e/ou analgésico, seguros quanto a indugéo
de lesdes ulcerativas gastricas e com potencial possibilidade de atenuar os sintomas
de doencas inflamatoérias crénicas, como a artrite reumatoide cuja génese envolve

tanto a participacdo de TNF-a quanto a de neutrofilos.
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7 CONCLUSAO

e O estudo revelou novos derivados N-acilidrazdnicos inddlicos com destacadas
atividades antinociceptiva, anti-inflamatoria e anti-hipernociceptiva;

e A homologacdo que resultou na Série C2 ndo se mostrou favoravel para as
atividades antinociceptiva, antiedematogénica e anti-hipernociceptiva,

e A bis-homologacéao, realizada na Série C1 que originou a Série C3 permitiu a
otimizacdo do perfil antinociceptivo da nova série de derivados N-
acilidrazénicos inddlicos;

e Quanto ao perfil antinociceptivo, os derivados mais potentes foram LASSBio-
1248 e LASSBI0-1249 com DEsy de 7,7 e 8,7 umol/kg, respectivamente,
sendo o derivado LASSBIi0-1248 cinco vezes mais potente que seu analogo e
protétipo LASSBIi0-651, reforcando a otimizacdo alcancada pela
homologacao;

e Os derivados N-acilidrazénicos inddlicos se mostraram desprovidos de efeito
antinociceptivo central, quando avaliados no ensaio de placa quente;

e A bis-homologacdo também conferiu atividade anti-hipernociceptiva
evidenciada para os derivados LASSBIi0-1247, LASSBi0-1248, LASSBi0-1249
e LASSBIi0-1292;

e O radical 2-furila consiste em um grupamento auxoférico importante para a
atividade anti-hipernociceptiva desta série de derivados N-acilidrazdnicos
inddlicos, cujo efeito € aumentado quando esta associado a bis-homologacao
(LASSBI0-1248);

e As diferencas encontradas entre o perfil antiedematogénico e anti-
hipernociceptivo observado para os derivados LASSBIi0-1166, LASSBIio-1247,
LASSBIi0-1248 e LASSBIi0-1292 indicam que estes derivados N-
acilidrazoénicos inddlicos devem interferir preferencialmente em mediadores
gue nao contribuem para a formacdo do edema mas que participam do
processo inflamatorio;

e A atividade anti-hipernociceptiva dos derivados LASSBIio-1166, LASSBio-
1247, LASSBI0-1248 e LASSBI0-1292 parece estar relacionada com a
reducdo da migracao de neutrofilos e com a inibicdo da producdo de TNF-q,
diferente do protétipo LASSBIi0-651;
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e Os derivados NAH inddlicos homologados constituem uma classe de
prototipos de farmacos analgésio e/ou anti-inflamatorio seguros com relacéo a
toxicidade gastrica;

e Os resultados apontam os derivados LASSBIio-1247 e LASSBIi0-1248 como
promissores protétipos de farmacos com atividade anti-inflamatéria e anti-
hipernociceptiva, potencialmente Uteis para o0 tratamento de doencas

inflamatérias cronicas e dor inflamatoria.
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SERIE C2
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SERIE C3

LASSBI0-1245  Proporgéo E/z: 57/43  LASSBIi0-1246 Proporgdo E/Z: 54/46

N-fenilmetilideno-3-(1H-3-indolil) propanoidrazida  N-(4-dimetilaminofenilmetilideno)-3-(1H-3-indolil) propanoidrazida
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propanoidrazida
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propanoidrazida
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