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RESUMO

GONCALVES, Gabriela Mastrangelo. Avaliagdo farmacoldgica das atividades
antinociceptiva e anti-inflamatdria do composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-
2h-pirano-2-il-metanol. 2016. 63p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas,
Farmacologia). Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Diversos farmacos de uso corrente foram descobertos durante ensaios experimentais e
mediante a observacdo em animais. Quando um novo composto parece promissor, geralmente
este sofre alteracBes em sua estrutura quimica a fim de aperfeicoar a sua seletividade, poténcia
e eficacia terapéutica. O objetivo deste estudo foi avaliar as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatéria de um novo composto sintético (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-
pirano-2-il-metanol (CTHP) preparado a partir de um protétipo anterior, acido (z)-cis-(6-¢til-
tetrahidropirano-2-il) formico. O composto CTHP foi avaliado em ensaios de inducdo de dor
aguda. A administracdo oral do composto foi capaz de induzir atividade antinociceptiva nos
modelos de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético, formalina (em ambas as
fases) e retirada da cauda. Para elucidacdo do mecanismo de a¢do do composto, 0 modelo de
retirada de cauda foi utilizado. Neste modelo foi realizada a administragdo prévia de naloxona
(antagonista opioide ndo-seletivo), em que foi observada a inibi¢do do efeito produzido pelo
composto. Assim, foi entdo avaliada a participacao seletiva de receptores opioides (u, d € ),
através de administracdo prévia de metilnaltrexona, naltrindol e nor-binaltorfimina,
respectivamente, onde somente a nor-binaltorfimina foi capaz de reduzir o efeito
antinociceptivo do composto. Para avaliar a possivel participacdo da via NO/GMPc/KATP, os
animais foram preé-tratados com N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME), 1H-
[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ) (inibidor da guanilato ciclase sensivel ao
Oxido nitrico) e glibenclamida (bloqueador de canais de potassio regulados por ATP), foi
observado reducdo do efeito antinociceptivo com a administracdo prévia de todos estes. No
teste de inducdo de tolerancia, tanto a morfina quanto o composto desenvolveram tolerancia,
porém o composto de forma mais lenta e houve desenvolvimento de tolerancia cruzada com a
morfina. Para avaliar o envolvimento da via serotoninérgica na atividade do composto, foi
realizada a administracdo diaria por 3 dias de 4-cloro-DL-fenilalanina (inibidor da enzima
triptofano hidroxilase). Nenhuma alteracdo no efeito antinociceptivo do composto foi
observado, no que diz respeito ao envolvimento da via serotoninérgica. Ja 0 modelo de campo
aberto foi utilizado para avaliar a possibilidade de interferéncia da performance motora sobre
o efeito antinociceptivo, foi demonstrada auséncia desta interferéncia. Quanto a atividade
anti-inflamatoria, o resultado no teste de edema de pata indica efeito antiedematogénico do
composto. Houve uma diminuicdo na quantidade de leucdcitos totais, indicando que o
composto foi capaz de reduzir a migracédo leucocitaria na inflamacéo existente na bolsa de ar
subcutaneo. O composto também demonstrou atividade inibitdria sobre a produgdo de TNF-a
e inibicdo seletiva da enzima COX-2. Esses resultados indicam atividade antinociceptiva
significativa do composto, sem evidéncias de comprometimento motor. O composto CTHP
demonstrou efeito antinociceptivo central, tendo este ultimo contribuicdo dos sistemas
opioide (seletivo para receptores do tipo k) e nitrérgico em seu mecanismo de agdo. E ainda,
atividade anti-inflamatdria, com inibicdo da migracdo leucocitaria, de TNF-o e atividade
inibitoria seletiva sobre COX-2.

Palavras-chave: sistema opioide, migracédo leucocitaria, nocicepcéo.



ABSTRACT

GONCALVES, Gabriela Mastrangelo. Antinociceptive and anti-inflammatory profile of
(x)-4-chloro-6-(naphthalen-1-yl)-tetrahydro-2H-pyran-2-yl-methanol. 2016. 63p.
Dissertation (Master of Physiological Sciences, Pharmacology). Institute of Biological
Sciences and Health, Departament of Physiological Sciences, Federal Rural University of Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Several drugs in current use were discovered during experimental tests and by observing
animals. When a new compound looks promising, it usually undergoes changes in its
chemical structure in order to perfect its selectivity, potency and therapeutic efficacy. The aim
of this study was to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory activities of a new
synthetic hybrid compound (%)-4-chloro-6-(naphthalen-1-yl)-tetrahydro-2H-pyran-2-yl-
methanol (CTHP) prepared from a previous prototype acid, (£) - cis- (6-ethyl-
tetrahydropyran-2-yl) Formic. The compound CTHP was evaluated in acute pain induction
assays. Oral administration of the compound was able to induce antinociceptive activity in
models of writhing induced by acetic acid, formalin (both stages) and tail flick. To elucidate
the mechanism of action of the compound, the tail flick model was used. This model was
perform by prior administration of naloxone (opioid antagonist non-selective), where we
observed the inhibition of the effect produced by the compound. The selective involvement of
opioid receptors (u, 6 and k) was then evaluated by prior administration of methylnaltrexone,
naltrindol, and nor-binaltorphimine, respectively, where only nor-binaltorphimine was able to
reduce the analgesic effect of the compound. To evaluate the possible role of the
NO/cGMP/KATP, animals were pretreated with N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME),
1H- [1,2,4 ] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ) (inhibitor of guanylate cyclase
sensitive to nitric oxide), and glibenclamide (blocker of the ATP-regulated potassium
channels), where reduction was observed with the administration of analgesic effect prior to
all of these. In the tolerance induction test, both morphine and compound developed
tolerance, however the compound perform at a slower rate and developed cross-tolerance with
morphine. To assess the involvement of serotonin pathway in the activity of the compound,
daily administration for 3 days of 4-chloro-DL-phenylalanine (inhibitor of the enzyme
tryptophan hydroxylase) was performed. No changes in the analgesic effect of the compound
was noted, with regard to the involvement of serotonin pathway. The open field model was
used to assess the possibility of interference from motor performance on the analgesic effect,
which demonstrated absence of this interference. As for anti-inflammatory activity results in
paw edema test indicate anti-oedematogenic effect of compound. There was a decrease in the
number of total leukocytes, indicating that the compound was able to reduce existing
inflammation in leukocyte migration in the air pouch model. The compound also
demonstrated an inhibitory activity on TNF-a production and selective inhibition of COX-2
enzyme. These results indicate significant antinociceptive activity of the compound without
evidence of motor impairment. The compound CTHP showed central analgesic effect, which
has contribution of opioid systems (selective for the «-like receptors) and nitrergic in its
mechanism of action. It has also showed an anti-inflammatory activity, with inhibition of
leukocyte migration, TNF-a production and selective inhibitory activity on COX-2.

Keywords: opioid system, leukocyte migration, nociception.
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1 INTRODUCAO

A dor é uma experiéncia sensorial, com tonalidade afetiva desagradavel,
constituindo um dos componentes essenciais do sistema de defesa do organismo.
Fornece um répido aviso ao sistema nervoso para iniciar uma resposta motora e
minimizar os possiveis danos. Nos animais analisa-se a nocicepcdo, definida como
“processo neural de decodificagdo e processamento do estimulo nocivo”, a qual ndo
envolve cognigéo.

A inflamacdo é um processo complexo frequentemente associado a nocicepc¢éo e
é resultante da interagdo entre o tecido danificado e os neurdnios sensoriais nociceptivos
periféricos, através da presenca de mediadores inflamatorios, como a bradicinina,
prostaglandinas e 6xido nitrico. Estes atuam em determinados receptores e, através de
vias de sinalizacdo intracelular, levam ao desenvolvimento da sensibiliza¢do neuronal.

A identificacdo de compostos capazes de combater a dor e a inflamagdo com
efeitos adversos limitados € um objetivo proeminente na pesquisa biomédica. Embora
sejam comprovadamente eficazes, os farmacos analgésicos mais utilizados, como 0s
opioides e os anti-inflamatorios ndo esteroidais, geralmente nao estdo dissociados de
efeitos adversos importantes, tais como depressdo respiratoria, irritacdo gastrica,
sedacdo e constipacao intestinal. Com isso, tem-se a necessidade de buscar medidas
alternativas para o desenvolvimento de novos medicamentos analgésicos e anti-
inflamatdrios. A pesquisa para obtencdo de novas substancias com fins terapéuticos
pode ser realizada através de modificagbes na estrutura quimica de determinado
composto, para que sua poténcia (quantidade de farmaco necessaria para produzir um
efeito) e eficicia terapéutica (resposta terapéutica maxima potencial que um farmaco
pode produzir) sejam aperfeicoadas, além de diminuicédo dos efeitos adversos.

Na continua busca por novos farmacos analgésicos obteve-se 0 composto &cido
(+)-cis-(6-etil-tetrahidropirano-2-il)-férmico, que apresentou importantes propriedades
antinociceptivas (MARINHO e cols., 2006). A partir deste, alteracdes quimicas foram
propostas para o desenvolvimento de analogos com a finalidade de obter moléculas com
melhor perfil de atividade e menos efeitos adversos. Sendo assim, obtiveram-se 10
novas moléculas derivadas do é&cido (+)-cis-(6-¢etil-tetrahidropirano-2-il)-formico
(CAPIM e cols., 2012), e destas o composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-
2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) se apresentou como sendo o mais promissor (Figura 1).
O composto CTHP foi fornecido pelo grupo do Professor Doutor Mario Luiz Araujo de
Almeida Vasconcellos do Laboratorio de Sintese Orgéanica Medicinal da Paraiba da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Neste contexto, entende-se a relevancia do
desenvolvimento de pesquisas que investiguem o potencial terapéutico de novos
compostos, a fim de otimizar a resposta farmacoldgica no controle da dor e no
tratamento de doencas inflamatorias.
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Figura 1 - Estrutura quimica do composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-
metanol (CTHP)



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Nocicepcao e dor

Em 2008, a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) realizou
modificagdes nas terminologias empregadas no estudo da dor. Por defini¢do, dor ¢ “uma
experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada a um dano tecidual real ou
potencial ou descrito em termos de tais danos” (LOESER E TREEDE, 2008). A versao
de 2008 incluiu ainda outros termos fisioldgicos importantes, como nocicep¢édo, sendo
definida como “o processo neural de decodificagdo e processamento do estimulo
nocivo”. Essa versao de 2008 alertou também que ¢ importante a distingdo entre os
termos nocicepg¢éo e dor, sendo a dor um fendmeno subjetivo, ao passo que nocicepgdo é
objeto da fisiologia sensorial.

A nocicepcdo pode ser mensurada através de experimentos realizados com
metodologias especificas, nos quais 0s animais apresentam reacGes comportamentais
compativeis com a sensacdo de dor, mimetizando os mecanismos de condic@es clinicas
caracteristicas. Medidas de comportamentos reflexivos, como limiares de retirada de
estimulos nocivos tém sido utilizadas hd décadas para examinar mecanismos da
nocicepcdo. Estes modelos animais tém sido claramente Uteis em avancar nossa
compreensdo da base fisiologica da dor, a identificacdo dos neurotransmissores,
receptores mensageiros intracelulares, e genes envolvidos nesse processo. Além disso, ao
longo das ultimas décadas, a acdo farmacoldgica (por exemplo, eficécia, poténcia,
duracdo da acdo) de um amplo espectro de analgésicos para reduzir respostas sensoriais
reflexivas em modelos animais de nocicepcdo aguda e dor cronica demonstrou
consistente correspondéncia para analgesia em humanos (GREGORY e cols., 2013).

De acordo com a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED),
considerando a duracdo de sua acdo, a dor pode ser classificada como aguda (aquela que
se manifesta transitoriamente durante um periodo relativamente curto, de minutos a
algumas semanas, associada a lesées em tecidos ou 6rgdos, ocasionadas por inflamacéo,
infeccdo, traumatismo ou outras causas), ou crénica (tem duragé@o prolongada, que pode
se estender de varios meses a VArios anos e que estd quase sempre associada a um
processo de doenca cronica). A dor cronica também pode ser consequéncia de uma leséo
ja previamente tratada e recorrente (apresenta periodos de curta duracdo que, no entanto,
se repetem com frequéncia, podendo ocorrer durante toda a vida do individuo, mesmo
sem estar associada a um processo especifico). Um exemplo classico deste tipo de dor é
a enxaqueca.

Em relacdo a localizacdo do processo doloroso, pode-se classificar a dor como
somatica (os estimulos que geram a sensacdo dolorosa sé@o oriundos da periferia do
organismo) ou visceral (quando os estimulos referentes a dor sdo provenientes dos
orgaos internos) (RAJA e cols., 1999).

A classificagdo pode ser também de acordo com a origem da estimulacdo do
processo de dor, como a dor nociceptiva (desencadeada pela estimulacdo dos
nociceptores localizados em varias partes do organismo), neurogénica (dano tecidual
neuronal nos Sistemas Nervosos Periférico ou Central), neuropatica (disfuncdo de
nervos) e psicogénica (possivelmente desencadeada por fatores psicologicos) (MILLAN
e cols., 1999).

A duracdo e intensidade do estimulo nocivo inicial leva a sensibilizagcdo tanto
periférica quanto central, que sinergicamente exacerba a percep¢do da dor
(VOSCOPOULOS E LEMA, 2010).



O conhecimento da fisiologia, fisiopatologia e neuroanatomia das vias de
conducdo da dor sdo de extrema importancia, ja que esse estudo facilita 0 avanco nas
pesquisas relacionadas a novos tipos de tratamento. A partir de um estimulo nocivo,
ocorrem potenciais de acdo que, das fibras nervosas periféricas, sao transferidos para o
sistema nervoso central (VOSCOPOULOS E LEMA, 2010).

Os nociceptores (receptores especificos para a dor) estdo localizados nas
terminagdes das fibras nervosas Ad e C (Tabela 1) e sdo capazes de traduzir um estimulo
agressivo em estimulo elétrico que serd transmitido até o sistema nervoso central e
interpretado no cortex cerebral como dor. (ROCHA e cols., 2007).

Tabela 1 — Subtipos das Fibras Nervosas Ad e C (ROCHA e cols., 2007)

Tipo de fibra Caracteristicas

Respondem a temperatura em torno de 52°C, séo
insensiveis a capsaicina e possuem resposta
mediada pelos receptores VR1 (receptor vanildide
tipo 1)

Fibras Ao tipo I

Sao sensiveis a temperatura em torno de 43°C, a
Fibras Ad tipo 11 capsaicina e ativam, via receptores VR1, canais
catibnicos ndo seletivos permeéaveis ao calcio

Contém substancia P e CGRP (peptideo
relacionado ao gene da calcitonina) e expressam
Fibras C tipo | receptores tirocinase A, para o fator de
crescimento nervoso. Sao responsivas a capsaicina

e a prétons

Expressam receptores purinérgicos P2X3 para
adenosina e um grupo de carboidratos de
superficie, a a-D-galactose, capaz de se ligar a
lecitina IB-4, sensiveis seletivamente a protons

Fibras C tipo Il

Quatro classes de nociceptores foram descritos: mecanicos, termicos, polimodais
e silenciosos. Os nociceptores mecanicos respondem a pressdo intensa, 0s térmicos
respondem as temperaturas extremas, quentes (> 45 °C) ou frios (< 5 °C). Ambos
(mecénicos e térmicos) possuem fibras A mielinizadas, que conduzem impulsos na
velocidade de 3 m/s a 40 m/s. Em conjunto, esses nociceptores de fibra AJd, sdo
denominados nociceptores mecanotérmicos; ja os polimodais respondem aos estimulos
nocivos mecanicos, térmicos ou quimicos; e possuem pequenas fibras C amielinizadas
que conduzem impulsos em velocidade menor que 3 m/s. E ainda, nociceptores
silenciosos (sé@o ativados por estimulos quimicos, mediadores inflamatdrios, respondem
a estimulos mecanicos e térmicos somente depois de serem ativados. Estes nociceptores
também possuem pequenas fibras C amielinizadas que conduzem impulsos em
velocidade menor que 3 m/s). (FEIN, 2011).

A ativacdo periférica destes nociceptores (transducéo) é modulada pela acéo de
diversas substancias quimicas que sdo produzidas ou liberadas quando existe algum tipo
de lesdo. Alguns exemplos dessas substancias sdo: acetilcolina, bradicinina, histamina,
serotonina, substancia P, prostaglandinas, interleucinas e fator de crescimento do nervo
(NGF). (ROCHA e cols., 2007).

O principal neurotransmissor excitatorio em todos os nociceptores é o glutamato,
embora as fibras sejam também sensibilizadas por outras substancias quimicas
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enddgenas liberadas no ambiente tecidual em condi¢cdes anormais (SILVA e cols.,
2013).

Os receptores ionotrépicos de glutamato (NMDA - N-metil-D-aspartato, AMPA
- a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato e cainatos) estdo presentes em
neurdnios primarios aferentes, e o glutamato esta presente em uma alta concentra¢do no
citosol (CARLTON e cols., 1995). A injecdo de agonistas de NMDA, AMPA e
cainatos na pele produz uma hiperalgesia mecénica e térmica transitéria (ZHOU e cols.,
1996).

De acordo com a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a
estimulacdo repetida dos mediadores quimicos causa normalmente uma sensibilizacdo
das fibras nervosas periféricas, causando a reducdo dos limiares de dor e dor
espontanea, um mecanismo que pode ser sentido sob a forma de hipersensibilidade
cutdnea. Esse mecanismo de hipersensibilidade pode ser visto através de diferentes
tipos de respostas, como alodinia (dor provocada por um estimulo indcuo, que
normalmente ndo provoca dor) ou hiperalgesia mecanica e térmica transitoria (resposta
aumentada a um estimulo nocivo, que é normalmente doloroso, reflete a dor aumentada
mediante estimulag&o supra-limiar) (Figura 2).
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Figura 2 - Mecanismo de Hiperalgesia Inflamatéria (FERREIRA e cols., 2010)



A informacdo sensorial, ap6s ser captada pelas estruturas do sistema nervoso
periférico, & transmitida para as unidades do sistema nervoso central, onde é
decodificada e interpretada.

As fibras nociceptivas Ad e C, ao entrarem na medula espinhal, bifurcam-se
ascendendo e descendendo alguns segmentos por meio do trato de Lissauer. A partir
dai, ha conexdes com neurdnios envolvidos na retransmissao da dor para outras regioes
do sistema nervoso, através das laminas I, Il e V da substancia cinzenta.
Neurotransmissores importantes participam deste processo, como o0 glutamato
(envolvido na geracdo de potenciais sinapticos rapidos) e a substancia P (responsavel
por potenciais sinapticos lentos). (AIRES, 2008).

Uma importante via nociceptiva ascendente constitui o trato espinotalamico, que
sera ativado quando ocorre dor aguda no organismo. Os axénios de neurdnios espinhais
de segunda ordem, cruzando a linha mediana ainda na medula, ascendem pelo quadrante
antero-lateral da substancia branca projetando-se ao talamo. Outra projecao nociceptiva
é o trato espinomesencefalico que termina em algumas regides do mesencéfalo onde se
incluem a formacdo reticular mesencefalica e a substancia cinzenta periaquedutal. Essa
ultima regido mantém conexdes reciprocas com o sistema limbico por intermédio do
hipotdlamo. O trato espinomesencefalico € ativado quando ha uma dor do tipo crénica.
(AIRES, 2008).

A modulacdo da sensibilidade dolorosa comecgou a ser estudada nos anos 1960
por Melzack e Wall e ficou conhecida como “teoria da comporta”, em que a atividade
de neurdnios nociceptivos do corno posterior da medula seria modulada por intermédio
de interneurdnios inibitérios, pelo balanco entre as aferéncias nociceptivas veiculadas
por fibras C e outras aferéncias, ndo-nociceptivas, transmitidas por fibras mielinicas Aa
e AB. (AIRES, 2008).

A nocicepc¢do pode ser modulada também em outros pontos das vias centrais,
como na analgesia induzida a partir de estimulos elétricos na substancia cinzenta
periaquedutal e em regibes do talamo. Essa modulacdo ocorre gracas a projecoes
descendentes que alcancam neur6nios nociceptivos na medula espinhal. O mecanismo
relacionado a essa analgesia esta diretamente envolvido com os opioides, ja que o bulbo
rostroventral e a substdncia cinzenta periaquedutal sdo sensiveis a morfina. Outras
regibes também participam dessa modulacdo descendente, como os nucleos da rafe, o
nacleo do trato solitario (NTS) e o hipotadlamo. Fica evidente entdo a integracdo de
respostas tanto vegetativas como neuroenddcrinas no processo de dor. Pode ocorrer
também uma acdo antinociceptiva diretamente na medula espinhal através da acdo dos
opioides. Um exemplo é a morfina, que inibe a atividade neuronal do corno posterior da
medula, uma regido com alta densidade de interneurdnios que utilizam encefalinas e
dinorfinas (peptideos opioides) como neurotransmissores (AIRES, 2008).

2.2 Processo inflamatorio

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a resposta inflamatoria;
um processo biologico complexo que envolve componentes vasculares, celulares e uma
diversidade de substancias solGveis, além de apresentar como sinais clinicos
caracteristicos: rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional (Figura 3). A finalidade
desse processo é remover o estimulo indutor da resposta e iniciar a recuperacao tecidual
local (CRUVINEL, 2010).



Lesdo de um tecido por agentes fisicos, quimicos ou microrganismos patogénicos
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Figura 3 - Respostas desencadeadas pelo processo inflamatério (FELIPINI, 2013)

A inflamacdo pode ser classificada como aguda e cronica. Na resposta
inflamatoria aguda, apds uma agressdo ao tecido, ocorre vasodilatacdo local e aumento
da permeabilidade capilar mediados por aminas vasoativas (histamina e serotonina), que
sdo liberadas por mastocitos e mondcitos minutos apds a lesdo. Ha saida de proteinas e
agua para 0 espaco extravascular, e marginalizacdo dos leucécitos. O endotélio local
torna-se ativado, favorecendo a aderéncia de leucdcitos e eventual migracdo destes para
os tecidos. Macrofagos residentes no tecido lesado liberam citocinas inflamatdrias,
como IL-1, TNF-a e quimiocinas. Uma vez no tecido, as células buscam fagocitar o
patdgeno, permitindo o reparo da lesdo. Nesta resposta aguda, predominam elementos
da resposta imune inata e as principais células envolvidas sdo os neutréfilos e
macrofagos. Na inflamacdo cronica, em geral ocasionada por persisténcia do estimulo
noxico, o processo inflamatorio se mantém e sofre alteraces qualitativas, caracterizadas
por mudanca progressiva nos elementos celulares e solGveis que infiltram o tecido. A
permanéncia do agente lesivo leva a cronificacdo do processo, havendo concomitancia
de destruicdo e reparo tecidual. Na resposta cronica, o tecido apresenta um infiltrado
constituido por células mononucleares (mondcitos, macrofagos e linfécitos), sinais de
angiogénese e fibrose (CRUVINEL, 2010).

O processo de coagulagéo devido a leséo tecidual estd intimamente associado ao
inicio da resposta inflamatdria. A proteina calicreina liberada durante a coagulacdo
produz bradicinina, um fator altamente algogénico (AMAYA e cols.,, 2013). Os
receptores para bradicinina B, sdo constitutivos e medeiam 0 aumento da
permeabilidade vascular, broncoconstricdo e estimulacdo de receptores algésicos. Ja 0s
receptores B: sdo induzidos rapidamente em condi¢Ges patologicas por diversos
estimulos inflamatdrios, como por exemplo, as citocinas (CALIXTO e cols., 2004).

A ativagdo de mastocitos constitui outro processo relevante na resposta
inflamatdria. Esta ativacdo induz a liberacdo de varias moleculas contidas nos granulos
dessas células em um processo conhecido como desgranulacdo. As principais moléculas
liberadas sdo as aminas vasoativas (histamina e serotonina), citocinas e quimiocinas
(FRENZEL, 2013). Leucotrienos e prostaglandinas séo sintetizados durante a ativacao



de mastdcitos, atraves do acido araquidonico liberado pela acdo das fosfolipases
(THEOHARIDES, 2012).

A histamina e a serotonina sdo os primeiros mediadores a serem liberados
durante a inflamagdo. A histamina é encontrada principalmente nos mastdcitos, mas
também nos basofilos do sangue e nas plaquetas. E liberada através da desgranulagio
dos mastocitos devido a diversos estimulos, como uma injaria fisica, proteinas
liberadoras de histamina derivadas de leucocitos, neuropeptideos (substancia P) e
ligacdo de anticorpos aos mastocitos, que constitui a base das reacOes alérgicas. A
histamina aumenta a permeabilidade vascular e este efeito é mediado principalmente
pela ligacdo a receptores H1 nas células endoteliais microvasculares (ROBBINS &
COTRAN, 2010). Além do aumento da permeabilidade vascular, seus efeitos
fisiolégicos incluem: contragdo do masculo liso, vasoconstricdo pulmonar, aumento dos
niveis de GMPc nas células, producdo de prostaglandinas, aumento da secrecdo de acido
gastrico bem como de muco e ativacdo de células T supressoras (SCHRAMM e
THORLACIUS, 2004)

A serotonina (5-hidroxitriptamina) tem a¢des semelhantes a histamina. Ela esta
presente nas plaquetas e em certas células neuroenddcrinas (como por exemplo, no trato
gastrointestinal). Sua liberacdo é estimulada quando ocorre agregacdo plaquetaria apds
0 contato com colageno, trombina e complexos antigeno-anticorpo. Esta liberacao
também resulta em aumento da permeabilidade vascular (ROBBINS & COTRAN,
2010).

Outro grupo de mediadores inflamatorios inclui as citocinas e quimiocinas. As
principais citocinas pro-inflamatorias séo as interleucinas (como por exemplo, a IL-1p)
e 0 TNF-a (fator de necrose tumoral — o) (GRELLNER, 2002). Estudos comprovam que
o tratamento local com citocinas pré-inflamatorias, incluindo o TNF — a ¢ a interleucina
(IL) -1B, induz hiperalgesia no sitio de injegdo (AMAYA e cols., 2013).

O TNF-a ¢ produzido pelos neutréfilos, linfocitos, células naturais killer (NK),
células do endotélio e mastdcitos. Interage com as células endoteliais para induzir a
expressdo de molécula de adesdo celular intercelular (ICAM-1), molécula de adesdo
celular vascular (VCAM-1) e E-selectina, o que permite o egresso de neutréfilos para
areas inflamatorias. Induz imunidade antitumoral através de efeitos citotoxicos diretos
sobre células cancerosas e estimula respostas imunes antitumorais. Também é um
potente ativador de neutrdfilos, mediando a adesdo, quimiotaxia e desgranulacdo
(COMMINS e cols., 2010).

No local da lesdo, as interleucinas estimulam a fagocitose dos neutréfilos e
macrofagos, propiciam a proliferacdo de linfdcitos T e aumentam a liberacdo de éxido
nitrico (NO) (GRELLNER, 2002).

A IL-1 é produzida principalmente por células do sistema fagocitico
mononuclear, mas também por células endoteliais, neutrofilos, queratindcitos, células
sinoviais e numerosos outros tipos celulares. Possui fungdo similar a do TNF-a
(CUNNEEN e cols., 2004), pois induz a resposta inflamatoria sistémica em resposta a
um agravo inicial (LOISA e cols., 2003). Uma das mais importantes atividades
bioldgicas da IL-1 é a sua capacidade de ativar linfocitos T. Além disso, tem
participacdo na febre, sono e anorexia, através de sua interacdo com o sistema nervoso
central. Assim como 0 TNF-a, estimula a aderéncia celular endotelial de leucdcitos
através da regulacdo positiva da expressao de ICAM-1, VCAM e E-selectina
(COMMINS e cols., 2010).

As quimiocinas sdo uma familia de pequenas proteinas (8 a 12kD) que agem
primariamente como quimioatraentes em numerosos tipos celulares, incluindo
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neutrdfilos, linfdcitos, eosinofilos e fibroblastos. As quimiocinas inflamatorias recrutam
e ativam leucdcitos e auxiliam na resposta imune e iniciam o processo de cicatrizacéo
de feridas (COMMINS e cols., 2010). As quimiocinas medeiam suas atividades pela
ligacdo de receptores acoplados a proteinas G. Sao classificadas em grupos, de acordo
com o arranjo dos residuos de cisteina (ROBBINS & COTRAN, 2010). As duas
principais familias sdo as quimiocinas C-X-C, (tipicamente quimiotaticas para
neutréfilos) e as quimiocinas C-C (atraem e ativam mondcitos e linfocitos)
(MATSUKAWA e cols., 2000).

Os metabolitos do acido araquiddnico também sdo mediadores quimicos
relevantes na inflamacdo e potentes agentes quimiotaticos. Através da enzima
ciclooxigenase (COX) s&o liberadas as prostaglandinas. As mais importantes na
inflamacdo séo a PGE», PGD», PGl (prostaciclina) e o TXA2 (tromboxano). A PGl>
causa vasodilatacdo e inibe a agregacdo plaquetaria, enquanto o TXA>, sintetizado ao
nivel das plaguetas, causa forte vasoconstricdo e induz fortemente a agregacdo
plaquetéria, € um forte quimiotatico para os neutréfilos e promove a ativagdo e a adeséo
dos mesmos ao endotélio. (FRANCISCHETTI e cols., 2010).

A PGE> é de particular interesse porque esta envolvida em todo o processo
inflamatdrio, levando aos sinais classicos da inflamacéo: eritema e edema (resultado do
aumento do fluxo sanguineo para o tecido inflamado através do aumento da dilatacéo
arterial e permeabilidade microvascular — mediados por PGE>) e dor (resulta da acdo da
PGE2 nos neurdnios sensoriais periféericos e em sitios centrais no interior da medula
espinhal e do cérebro) (FITZGERALD e RICCIOTTI, 2011).

A prostaglandina D2 (PGD>) tem sido associada & condic¢Bes inflamatérias e
atopicas. E o prostandide predominante produzido por mastécitos ativados, que iniciam
respostas alérgicas do tipo | mediadas por imunoglobulina E (IgE) (FITZGERALD e
RICCIOTTI, 2011).

Por outro lado, pela via da lipoxigenase, sdo formados os leucotrienos (LT). O
LTCs e LTD4 causam intensa vasoconstricdo e permeabilidade vascular aumentada. O
leucotrieno Bs (LTB4) da origem a uma série de respostas, que incluem a ativacao de
adesdo molecular das integrinas (2 e aderéncia a célula endotelial (FRANCISCHETTI e
cols., 2010).

2.3 Oxido nitrico

O oxido nitrico é uma molecula mensageira que possui numerosos alvos
moleculares. Tem diversas fung¢fes, como neurotransmissao, controle do tonus vascular,
regulacdo da transcricdo e traducdo génica e atua como mediador quimico na
inflamacdo. Nos mamiferos, o 6xido nitrico pode ser gerado por trés isoformas
diferentes da enzima NO sintase, que séo referidas como: NOS neuronal (n-NOS), NOS
induzivel (i-NOS) e NOS endotelial (e-NOS). Todas as isoformas utilizam L-arginina
como substrato (FORSTERMANN e SESSA, 2012).

O Oxido nitrico € um mediador importante de nocicep¢do. No entanto, as
evidéncias experimentais e clinicas demonstraram que o NO também é capaz de induzir
a analgesia. Em conjunto, estes dados indicam que o NO desempenha um papel
complexo e diverso na modulacdo do processamento nociceptivo. Portanto, o 6xido
nitrico apresenta um duplo efeito sobre a transmissdo e o controle da dor (CURY e
cols., 2011).

Apesar do Oxido nitrico estar envolvido em vias nociceptivas, vérias linhas de
pesquisa tém indicado que o NO induz analgesia e também que medeia o efeito
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antinociceptivo periférico e central de compostos analgésicos, como opioides
(JAVANMARDI e cols., 2005; HERVERA e cols., 2009; NAPIMOGA e cols., 2009),
anti-inflamatorios ndo esteroidais (LOZANO-CUENCA e cols., 2005) e produtos
naturais (GUJINSKI e cols., 2009; GUTIERREZ e cols., 2012).

Experimentos realizados no inicio de 1990 forneceram a primeira evidéncia de
que o NO induz analgesia e também esta envolvido no efeito antinociceptivo periférico
de farmacos analgésicos. Os resultados deste estudo indicaram que 0 NO medeia a acéo
analgesica periférica de acetilcolina e também que o NO induz, por si sO, o efeito
analgésico. Além disso, estes dados sugerem que a acdo analgésica de NO depende de
uma via de sinalizacdo intracelular envolvendo a formacdo de GMP ciclico (DUARTE e
cols., 1990).

O papel do 6xido nitrico no controle da dor também foi mostrado a nivel central.
Um experimento realizado com a administracdo intracerebroventricular de L-arginina e
do doador de 6xido nitrico 3- morfolinosidnoimina (SIN-1) em camundongos produziu
antinocicepcdo. Esse efeito parece ser mediado por dinorfina e ser dependente de 6xido
nitrico. Essa sugestdo foi baseada na observacdo de que a naloxona e também a
administragdo intracerebroventricular de um anti-soro contra dinorfina bloqueou o
efeito analgésico de ambas as substancias. Além disso, o efeito induzido pela L-arginina
também foi antagonizado por um inibidor de NNOS (CHUNG e cols., 2006).

Diversas linhas de pesquisa também tém indicado que, no sistema nervoso
central, o 6xido nitrico esta envolvido no controle descendente inibitério da nocicepgdo
(MILLAN, 2002).

Os mecanismos moleculares envolvidos na acdo analgésica do Oxido nitrico
envolvem uma relagdo entre a via NO-GMPc e a abertura de canais de K* sensiveis a
ATP. Essa sugestdo se baseia em dados experimentais que demonstram que o efeito
antinociceptivo de doadores de 6xido nitrico, bem como de um analogo permeéavel de
GMPc (3: 5’monofosfato de dibutirilguanosina - ciclica - DbcGMP), é mediado através
da abertura de canais especificos de K* sensiveis a ATP (SOARES e cols., 2000;
SOARES e cols., 2001).

Outros estudos eletrofisiologicos indicam que a morfina induz, em neurénios
nociceptivos, um aumento na abertura de canais de K" sensiveis a ATP, seguido por
uma hiperpolarizacdo do neurénio (CUNHA e cols., 2010). Esses resultados indicam
que o NO, ou farmacos capazes de ativar a via NO-GMPc, causa antinocicepgdo via
abertura de canais de K* sensiveis a ATP, com consequente aumento da concentracdo
de K¥, restaurando o alto limiar normal do nociceptor.

Todos estes estudos citados anteriormente indicam que uma via NO-GMPc
medeia o efeito analgesico de diversos farmacos, incluindo opioides, dipirona e alguns
agentes anti-inflamatérios. Os mecanismos especificos que estes farmacos utilizam para
estimular a producdo de NO ainda ndo estdo muito bem esclarecidos (CURY e cols.,
2011).

2.4 Opioides

O sistema opioide é um dos principais sistemas enddgenos envolvidos em varios
comportamentos fortemente conservados durante a escala evolutiva de organismos
superiores, como a percepc¢do da dor e seus mecanismos de modulacdo, o sistema de
recompensa, de dependéncia e o controle do medo (LESNIAK e LIPKOWSKI, 2011).



Os analgésicos mais utilizados e eficazes para o tratamento de quadros de dor
aguda intensa e cronica sdo os farmacos opioides. A morfina e o fentanil, por exemplo,
estdo entre os farmacos mais prescritos no mundo (AL-HASANI, 2011).

Os opioides se dividem em quatro classes. A morfina e a codeina, mais
conhecidas como opioides alcaldides, ocorrem naturalmente no opio, a partir das folhas
ainda verdes da papoula (Papaver somniferum). Os seus derivados semissintéticos
incluem a oxicodona e a heroina. Os opioides totalmente sintéticos, como a metadona,
também tem utilizacdo terapéutica valiosa (MAZAK e cols., 2009). Os peptideos
opioides enddgenos sdo ligantes naturais que ativam diferentes receptores opioides
durante eventos inflamatdrios, neuropatias dolorosas ou cancer. Nos mamiferos trés
tipos de peptideos opioides, endorfinas, encefalinas e dinorfinas, sdo sintetizados via
clivagem de proteinas precursoras (COSTANTINO e cols., 2012).

Por meio de pesquisas com preparacdes de tecidos de ileo de roedores foi
possivel identificar trés receptores da classe dos opioides, e estes foram nomeados com
letras gregas de acordo com a correspondente inicial de cada substancia especifica
utilizada para estimula-lo (MARTINS e cols.,, 2012). As endorfinas derivam da
clivagem da proteina precursora proopiomelanocortina (POMC) e possuem afinidade
pelos receptores p opioides. As encefalinas derivam da proteina precursora
proencefalina (PENK) e possuem afinidade pelos receptores p e & opioides. As
dinorfinas, por sua vez, derivam da clivagem da prodinorfina e exibem afinidade pelos
receptores k opioides (AKIL e cols., 1998).

Os receptores opioides sdo expressos principalmente no cortex, sistema limbico
e tronco cerebral. Sitios de ligacdo para os trés principais tipos de receptores opioides se
sobrepdem na maioria das estruturas, mas algumas estruturas exibem maior expressao
de um receptor sobre os outros (MERRER e cols., 2009). No entanto, em alguns estados
de dor, incluindo danos nos nervos, dor inflamatdria, destruicdo dos tecidos devido a
expansdo do cancer, os receptores opioides localizados na periferia desempenham um
papel significativo no desenvolvimento da analgesia. Estdo também presentes em outros
tecidos ndo neurais, tais como o epitélio vascular ou queratindcitos (Tabela 2)
(LESNIAK e LIPKOWSKI, 2011).

Tabela 2 - Locais de expressao dos receptores opioides (LESNIAK e LIPKOWSKI, 2011)

Tipo de receptor «
- . Expressdo
opioide
Sistema Nervoso Sistema Nervoso . x .
el Tecidos ndo neurais
Central Periférico
Neocortex, caudado- I . Endotélio vascular,
A . Ganglio da raiz dorsal, e .
putamen, nucleo - epitélio cardiaco,
. estdmago, duodeno, o
v accumbens, talamo, - . , . queratinocitos,
i . jejuno, ileo, colon distal .
hipocampo, amigdala, o proximal canais deferentes,
nacleo do trato solitario P células de Sertoli
Neocortex, caudado-
d putamen, nucleo Ganglio da raiz dorsal
accumbens, amigdala
Caudado-putamen, Ganglio da raiz dorsal,
K nucleo accumbens, estbmago, duodeno,
amigdala, lobo jejuno, ileo, colon distal
posterior da hipofise e proximal
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De acordo com o subtipo dos receptores e sua localizagéo no sistema nervoso,
algumas acdes sdo bem definidas. Os receptores 6 sdo responsaveis primariamente pela
analgesia, mas também por modular fun¢des cognitivas e de dependéncia fisica. Cabem
aos receptores k as fungdes de nocicepgao, termorregulacdo, controle de diurese e
secrecdo neuroendocrina. Quanto aos receptores p, estes regulam fungdes como a
nocicepc¢ao, o ciclo respiratorio e o transito intestinal (MARTINS e cols., 2012).

O receptor & foi o primeiro a ser clonado em laboratorio. Possui como agentes
agonistas principais a encefalina (deltorfina) cuja seletividade é baixa, mas possui alta
afinidade, e também o SIOM (7- spiroindanyloxymorphone), derivado da oximorfona,
mais seletivo e potente. Antagonizando tal substancia, encontra-se o naltrindol, também
derivado da naltrexona, sendo este, o primeiro a ser sintetizado em laboratério. Nos
receptores k, o primeiro agonista identificado foi a cetociclazocina e como antagonista
possui a nor-binaltorfimina, de potente acdo. Por fim, nos receptores p, teve como
primeiro agonista identificado a morfina, e como antagonista, a naloxona (um
antagonista ndo-seletivo opioide) (MARTINS e cols., 2012).

O mecanismo de acdo pelo qual os opioides agem estd bem caracterizado. Os
receptores opioides sdo receptores acoplados a proteina Gi. Apds o opioide se ligar ao
receptor, mudancas conformacionais permitem o acoplamento intracelular da proteina
Gi a porcdo C-terminal dos receptores opioides. Na subunidade Ga, GDP ¢ substituido
por GTP e ocorre uma dissociacdo do complexo trimérico proteico em subunidades Ga
e GPy. A dissociagdo entre as subunidades inicia uma cascata de eventos intracelulares
gue medeiam o efeito antinociceptivo de opioides em neurdnios aferentes primarios.
Essas subunidades da proteina G podem inibir adenilil ciclase e a producdo de
adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc), e/ou interagir diretamente com canais
ibnicos para K*, Ca™ e outros ions na membrana. Os trés tipos de receptores opioides
(u, 8 € k) modulam varios canais idnicos para Ca**, suprimindo o influxo de célcio e a
liberacdo de neurotransmissor em muitos sistemas neuronais. Um exemplo proeminente
é a inibicdo da liberacdo da substancia P (um neuropeptideo pré-nociceptivo e pro-
inflamatorio) de neurbnios sensoriais centrais e periféricos. Na membrana p6s-sinaptica,
0s receptores opioides medeiam hiperpolarizacdo, através da abertura de canais para K™,
dessa forma prevenindo a excitacdo e/ou propagacdo de potenciais de acdo (STEIN,
2009).

Além de modulacdo da dor e da dependéncia, 0s receptores opioides séo
amplamente envolvidos em varias atividades fisioldgicas e fisiopatoldgicas, incluindo a
regulacdo da homeostase, proliferacdo celular, resposta emocional, ataques epilépticos,
funcdo imunitéria, alimentacdo, obesidade, controle respiratdrio e cardiovascular, bem
como algumas doengas neurodegenerativas (FENG e cols., 2012).

Embora os analgésicos opioides orais sejam comumente utilizados no tratamento
de diversas formas de dor moderada a grave, eles estdo associados a efeitos adversos
gue comprometem a qualidade do manejo da dor. Ensaios clinicos revelam que
constipacdo, nausea, émese, prurido e sonoléncia sdo os efeitos adversos mais
frequentemente relatados por pacientes com dor crénica, neuropatica, dor associada ao
cancer e dor pds-operatoria (GREGORIAN e cols., 2010). Outros efeitos incluem ainda
tonturas, euforia ou disforia e depressao respiratéria (KELLEY e TEPPER, 2012). Além
disso, o0 uso prolongado de opioides conduz ao desenvolvimento de tolerancia e
dependéncia (COSTANTINO e cols., 2012). No entanto, abordagens especificas para
analgesia opioide periférica oferecem uma alternativa interessante para o tratamento da
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dor por evitarem ou pelo menos minimizarem os efeitos adversos de farmacos opioides
de acdo central (STEIN, 2009).

3

OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar a acdo antinociceptiva do composto CTHP sob condicdes de dor aguda;

Avaliar a atividade anti-inflamatoria do composto CTHP sob condi¢bes de
inflamacdo aguda;

Avaliar a inducdo de toleréncia produzida pelo composto CTHP durante a
administracdo cronica;

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

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade antinociceptiva do composto CTHP sobre a dor aguda
através dos modelos de formalina, contor¢Ges abdominais induzidas por &acido
aceético e retirada da cauda;

Avaliar a possibilidade de interferéncia da performance motora sobre o efeito
anti-nociceptivo demonstrado pelo composto CTHP, através do teste de campo
aberto;

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

Avaliar a possivel participagdo da via NO/cGMP/KATP no mecanismo de
antinocicep¢do do composto CTHP, através do pré-tratamento com: L-NAME
(inibidor ndo-seletivo da Oxido nitrico sintase); ODQ (inibidor seletivo da
guanilil ciclase sensivel ao éxido nitrico) e glibenclamida (bloqueador seletivo
de canal de K* sensivel ao ATP);

Avaliar o envolvimento da via serotoninérgica na atividade do composto CTHP,
através da administracdo diaria por 3 dias de 4-cloro-DL-fenilalanina (inibidor
da enzima triptofano hidroxilase).

Avaliar o desenvolvimento de tolerancia e tolerancia cruzada com opioides no
modelo de retirada da cauda;

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

Avaliar a atividade enzimatica das enzimas cicloxigenases 1 e 2 frente ao
composto CTHP;
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e Avaliar a migracdo de leucocitos e promover a quantificacdo de citocinas
(TNF a e IL-1p) a partir do modelo de bolsa de ar subcutaneo (air pouch);

e Avaliar a toxicidade aguda do composto CTHP;
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso de 20-24g. O protocolo
para este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CEUA/ICBS — UFRRJ) — sob o nimero 007/2014. Os
animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 + 1° C) e ciclo
claro-escuro de 12h. Agua e alimentacdo foram mantidas & disposicdo dos animais,
porém a racdo foi retirada 8h antes da administragdo oral do composto, morfina, acido
acetilsalicilico e veiculo.

4.2 Reagentes

As seguintes substancias foram usadas: acido acético (Vetec), formaldeido
(Merck), &cido acetilsalicilico (pureza — 99%), L-NAME (pureza > 98%), brometo de
metilnaltrexona (pureza > 97%), 1H-[1,2,4]Oxadiazol[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ)
(pureza > 98%), cloridrato de naltrindol (pureza > 98%), dicloridrato de nor-
binaltorfimina (pureza > 98%), 4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA - pureza > 98,5%),
glibenclamida (pureza > 99%) e dimetil sulfoxido (pureza > 99,5%) (Sigma-aldrich),
morfina (pureza - 97%), naloxona (pureza - 99%) (Cristalia) e dexametasona
(Decadron®, Aché Lab. Farm).

4.3 Administracdo dos farmacos

O composto CTHP foi testado nas doses de 1, 5, 10 e 30 mg/kg e administrado
em volume final de 10 mL/kg (via oral, v.0.) em camundongos. A morfina e o acido
acetilsalicilico foram usados como farmacos de referéncia e foram administrados pela
mesma via de administracdo que 0 composto em cada experimento. A dexametasona
também foi usada como farmaco de referéncia, porém foi administrada por via
subcutanea. As substancias (naloxona, L-NAME, ODQ, glibenclamida, metilnaltrexona,
naltrindol e nor-binaltorfimina) foram administradas 15 minutos antes da administragao
do composto e o PCPA foi administrado por 3 dias consecutivos anteriormente a
administragdo do composto em volume final de 20 mL/kg (via intraperitoneal, i.p.).

4.4 Tratamentos

e Veiculo: dgua destilada com dimetilsulféxido, na concentracdo de 5% (v/v), para
a solubilizacdo do composto. Os grupos de animais tratados com veiculo foram
feitos para demonstrar que este ndo € o responsavel pela atividade
antinociceptiva e/ou anti-inflamatoria.

e Acido acético: foi preparado na concentracio de 1,2% (v/v) em agua destilada e
injetado por via intraperitoneal (i.p), 60 minutos apds a administracdo oral do
composto CTHP, morfina e veiculo no modelo de contor¢des abdominais.

e Formalina: foi preparada na concentracdo de 2,5% (v/v) em &gua destilada e
injetada em uma das patas traseiras dos animais, 60 minutos ap0s a
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administragdo oral do composto CTHP, morfina, acido acetilsalicilico ou veiculo
no modelo de formalina.

Carragenina: A carragenina foi preparada na concentragdo de 10 mg/ml.
Administrada em volume de 0,1 mL, 60 minutos ap6s a administracdo oral do
composto CTHP ou veiculo e 15 minutos ap6s a administragdo i.p. de
dexametasona no modelo de edema de pata e de bolsa de ar subcutaneo. No
modelo de edema de pata a carragenina foi administrada em uma das patas
traseiras dos animais e no modelo de bolsa de ar subcutaneo foi administrada na
bolsa subcutanea estéril.

Composto: (x)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol
(CTHP). Administrado por via oral (v.0) nas doses de 1, 5, 10 e 30 mg/Kkg.
Morfina: agonista de receptores opioides. Utilizada como controle positivo em
modelos nociceptivos com envolvimento do sistema nervoso central.
Administrado por via oral (v.0) na dose de 5,01 mg/kg no modelo de contor¢bes
abdominais induzidas por &cido acético e na dose de 8,15 mg/kg no modelo de
retirada da cauda.

Acido acetilsalicilico: anti-inflamatério ndo esteroidal. Utilizado como controle
positivo em modelos algesimétricos na avaliacdo da dor de origem inflamatdria.
Administrado por via oral (v.0) na dose de 100 mg/Kkg.

Dexametasona: anti-inflamatorio esteroidal. Utilizado como controle positivo
em modelos de avaliacdo inflamatdria. Administrado por via subcuténea (s.c.) na
dose de 2,25 mg/kg.

Naloxona: antagonista ndo-seletivo opioide. Administrado previamente por via
intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,01; 0,1; 1 e 3 mg/kg no modelo de retirada da
cauda.

N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME): inibidor da ¢xido nitrico sintase,
reduzindo assim a producgdo de 6xido nitrico (NO). Administrado previamente
por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,1; 0,5 e 1 mg/kg no modelo de
retirada da cauda.

1H-[1,2,4]Oxadiazol[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ): inibidor seletivo da
guanilato ciclase sensivel ao 6xido nitrico. Administrado previamente por via
intraperitoneal nas doses de 0,5; 1 e 2 mg/kg no modelo de retirada da cauda.
Glibenclamida: bloqueador de canal de potéssio sensivel a ATP. Administrado
previamente por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,1; 0,5 e 1mg/kg no
modelo de retirada da cauda.

4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA): inibidor da enzima triptofano hidroxilase
(enzima responsavel pela biossintese de serotonina (5-HT). Administrado
previamente na dose de 100 mg/kg por via intraperitoneal (i.p), por 3 dias
consecutivos no modelo de retirada da cauda.

Naltrindol: antagonista seletivo de receptor opioide do tipo 6. Administrado
previamente por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,1; 1 e 3 mg/kg no
modelo de retirada da cauda.

Metilnaltrexona: antagonista seletivo periférico de receptor opioide do tipo p.
Administrado previamente por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,1; 1 e 3
mg/kg no modelo de retirada da cauda.

Nor-binaltorfimina: antagonista seletivo de receptor opioide do tipo «.
Administrado previamente por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,1; 1 e 3
mg/kg no modelo de retirada da cauda.
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A dose de morfina (5,01 [2,47 — 8,68] mg/kg e (8,15 [6,24 — 10,44] — v.o.-
farmaco analgésico opioide) e a dose de dexametasona (2,25 [1,82 — 2,79] mg/kg s.c. —
anti-inflamatorio esteroidal) foram obtidas pelo céalculo de DEso - dose responsavel por
50% do efeito méximo - (limites de confianca) no modelo de contor¢es abdominais
induzidas por &cido acético, teste de retirada da cauda e teste de edema de pata,
respectivamente, que foram obtidas anteriormente. O valor de DEsp para a agao
antinociceptiva e anti-inflamatoria foi obtida por regressdo ndo-linear (curva dose-
resposta sigmoidal), usando o software Graph Pad Prism 6.0. A dose utilizada do acido
acetilsalicilico foi de 100 mg/kg (v.0.), de acordo com Guilhon e cols. (2011).

4.5 Modelos experimentais

4.5.1 Teste de contorg¢des abdominais induzidas por acido acético

Este modelo é usado para triagem da atividade antinociceptiva (KOSTER e
cols., 1959). Veiculo, morfina (5,01 mg/kg) e o composto CTHP (1, 5, 10 e 30 mg/kg)
foram administrados por via oral. As contor¢bes abdominais sdo induzidas pela
administracdo intraperitoneal de 0,01 mL/g de acido acético (1,2%). A contagem do
nimero de contor¢des é iniciada imediatamente apds a injecdo e permanece por um
periodo de 30 minutos. O padrdo de contorcdo abdominal estabelecido para contagem é
0 aparecimento de fortes contraces abdominais, alongamento de todo o corpo do
animal, seguido pelo alongamento dos membros posteriores e contato do abdéomen com
0 assoalho do recipiente em que o animal se encontra (Figura 4).

-60(v.0) 0 min 30 min

Contagem do nimetro
de contor¢bes

Administracio de Acido acético
Administracio de
farmacos

Figura 4 - Protocolo do modelo de contorc¢des abdominais induzidas por acido acético

4.5.2 Teste da formalina

Este modelo é utilizado para avaliagcdo da dor inflamatéria e ndo-inflamatdria
(HUNSKAAR e HOLE., 1987). Veiculo, morfina (5,01 mg/kg), acido acetilsalicilico
(100 mg/kg) e o composto CTHP (1, 5, 10 e 30 mg/kg) foram administrados por via
oral. Injeta-se 0,02 mL de uma solu¢édo de formalina a 2,5% em uma das patas traseiras.
Posteriormente, mede-se o tempo (em segundos) que o animal permanece lambendo a
pata em que foi administrada a solugdo. A medida do tempo € feita em duas fases: a
primeira chamada neurogénica, entre 0 e 5 minutos apds a injecdo da formalina e a
segunda fase chamada inflamatdria, entre 15 e 30 minutos apds a injecao (Figura 5).
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Figura 5 - Protocolo do modelo da formalina

4.5.3 Modelo de retirada da cauda

O modelo foi realizado como previamente descrito por D’AMOUR ¢ SMITH,
1941. Veiculo, morfina (8,15 mg/kg) e o composto CTHP (1, 5, 10 e 30 mg/kg) foram
administrados por via oral. Os animais foram mantidos em um tubo de acrilico e
colocados em aparelho especifico (analgesimetro “tail flick”). Um feixe de luz nocivo
foi focado a aproximadamente 4 cm da ponta da cauda e a laténcia de retirada da cauda
é registrada automaticamente. A intensidade da fonte de luz radiante foi ajustada para
valores de linha de base entre 2 e 4 segundos; esta intensidade ndo € alterada e os
animais que apresentaram valores de linha de base fora destes limites foram excluidos
do experimento. Foram feitas varias medidas dos tempos de laténcia (TL) com
intervalos de 20 minutos entre cada uma delas. As primeiras duas medidas foram
realizadas antes da administracdo dos farmacos (e sdo chamadas de medidas controle).
A média das medidas controle ¢ denominada “linha de base” (LB). Para se evitar danos
teciduais causados pela temperatura na cauda dos animais, calculou-se um tempo de
corte (“cut off”) de 3 vezes o valor da linha de base. A antinocicep¢do foi quantificada
como tempo de reacdo (TR) obtido em cada tempo de medida ou pela area sob a curva
(ASC) das respostas obtidas entre os tempos de 20-120 min apds a administracdo do
composto, morfina ou veiculo, calculado de acordo com a férmula da area do trapézio,
conforme segue abaixo:

ASC =20 x TR [(20 min) + (40 min) + ... + (120 min)/2].
Na tentativa de elucidacdo do mecanismo de a¢do do composto CTHP, grupos
experimentais receberam antagonistas especificos (PCPA, L-NAME, ODQ, naloxona,

glibenclamida, metilnaltrexona, nor-binaltorfimina e naltrindol) por via intraperitoneal,
15 minutos antes da administracdo oral do composto (Figura 6).

=40 =20 0 20 40 60 80 100 120 min
—_— — —
Medidas Controle Tempos de laténcia

(linha de base) F

Administragio dos farmacos 16

Figura 6 - Protocolo do modelo de retirada da cauda



4.5.4 Inducéo de tolerancia

Na avaliacdo do desenvolvimento de tolerancia, os animais foram tratados com
morfina (8,15 mg/kg) ou com o composto CTHP (30 mg/kg) por administracdes orais a
cada 24h, por 6 e 7 dias, respectivamente. A resposta no modelo de retirada da cauda foi
avaliada 1h apos cada administracdo oral. Para avaliar o desenvolvimento de tolerancia
cruzada, os animais receberam a morfina do dia 1 ao 6 e no 7° dia receberam o
composto. Morfina e 0 composto ndo foram administrados concomitantemente em
nenhum momento. Para descartar a hipotese dos animais desenvolverem resisténcia ao
modelo, um grupo foi constituido por animais que receberam somente o veiculo, pelo
mesmo periodo usado pelo grupo administrado com o composto CTHP (Figura 7).

Dias de Aplicacao

1 2 3 4 5 6 7

M M M M M M CTHP

CTHP |CTHP |CTHP | CTHP | CTHP | CTHP | CTHP

Figura 7 - Protocolo das aplicacfes diarias na inducdo de tolerancia
Legenda: M — Morfina, CTHP — Composto CTHP e V — veiculo
4.5.5 Modelo de campo aberto

Para avaliar o prejuizo motor induzido pelo composto, 5 dias antes do inicio do
experimento os animais foram treinados no equipamento. O procedimento foi similar ao
descrito por BARROS e colaboradores em 1991. Os camundongos receberam o
composto CTHP (30 mg/kg), morfina (8,15 mg/kg) e o veiculo por via oral e foram
colocados individualmente em uma camara de observacdo (60 minutos apos
administracdo oral) cujo assoalho foi dividido em quadrados (5 x 5 cm). A atividade
espontanea foi quantificada pelo nimero de quadrados percorridos durante o intervalo
de 5 minutos.

4.5.6 Modelo de edema de pata

Este modelo de avaliacdo edematogénica utiliza a técnica de pletismografia
(FERREIRA, 1979), que consiste na utilizacdo do pletismémetro, um equipamento
capaz de registrar pequenas variagdes no volume de liquido deslocado pela inser¢do da
pata, até a articulagdo tibio-tarsica. Veiculo e o composto CTHP (5, 10 e 30 mg/kg)
foram administrados por via oral, e a dexametasona foi administrada por via subcutanea
(2,25 mg/kg). O edema foi induzido pela injecéo intraplantar de 0,02 mL de carragenina
(1%, p/v) em uma das patas traseiras do animal. Na outra pata injeta-se 0 mesmo
volume de agua destilada. O edema ¢ avaliado nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas ap0ds a
injecdo da carragenina (Figura 8).
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TEMPO (horas)

A 0 1 2 3 4
* Tempos de medida
Farmacos do edema das patas

Injecdo intraplantar de Carragenina (0,02 mL)
PE (pata esquerda) = agente inflamatdrio
PD (pata direita) = agua destilada

Figura 8 - Protocolo do modelo de edema de pata

4.5.7 Modelo da bolsa de ar subcutaneo (air pouch)

A bolsa de ar subcutaneo foi realizada como descrito por VIGIL e cols., 2008.
Veiculo e o composto CTHP (5, 10 e 30 mg/kg) foram administrados por via oral, e a
dexametasona foi administrada por via subcutanea (2,25 mg/kg). Uma area do dorso dos
animais (3cm x 2,5 cm) foi desinfetada. 7 mL de ar estéril foi injetado subcutaneamente
em um Unico ponto. As bolsas de ar foram injetadas com ar estéril em dias alternados
por 3 dias. Durante este periodo, eritema, inchago, exsudacdo e vazamento de ar ndo
sendo observados sugerem que o0 modelo foi estabelecido com sucesso. No quarto dia,
0s animais receberam carragenina (1%) administrada por via subcutanea e 4 horas
depois foram eutanasiados com uma sobredose de pentobarbital. Os animais foram
entdo fixados em uma mesa cirdrgica e uma incisdo na pele foi feita para perfurar a
bolsa de ar. A cavidade subcutanea foi lavada com 1 ml de tampé&o fosfato salina estéril
(pH 7,6 contendo NaCl (130 mM), Na2PO4 (5 mM) e KH2PO4 (1 mM) e heparina (20
Ul/mL) em agua destilada. Apds a eutandsia, as amostras de lavado subcutaneo foram
coletadas e o contetido de leucdcitos totais foi determinado em cdmara de Neubauer.

Uma aliquota de 20uL do lavado subcutaneo de cada animal foi transferida para
um Eppendorf® contendo 380uL de liquido de Tirk, possibilitando assim a coloragdo
dos leucdcitos e sua posterior contagem em camara de Neubauer sob microscopia ptica
(Figura 9).

1°dia 3°dia 4° dia

Injeciio de ar estéril Injecdo de ar estéril Administragdo Injegdo de  Eutandsia e coleta
de Férmacos (v.0.)  carragenina do lavado

\—V—J
18
1 Hora 4 Horas

Figura 9 - Protocolo do modelo de bolsa de ar subcuténea



4.5.8 Quantificacdo de citocinas

Objetivando quantificar as citocinas IL-1B e TNF-o presentes nos exsudatos,
estes foram centrifugados a 170 x g por 10 min a 4° C, os sobrenadantes foram
coletados e procedeu-se a determinacdo da concentracdo destas citocinas em aliquotas
(50uL) do lavado subcutaneo no teste de air pouch. Para isto, foram utilizados kit’s de
imunoensaio enzimatico (Mouse IL-1B ELISA Kit Mouse, Immunoleader® e TNF-a
ELISA Kit mouse, Cayman Chemical®), os quais mensuram as concentracoes de 1L-1f3
e TNF-o na amostra através do método de ELISA, semelhante ao estudo de RAMANA
e cols (2007).

4.5.9 Avaliacdo da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2

Foi utilizado um kit de imunoensaio enzimatico (COX INHIBITOR
SCREENING ASSAY KIT - 96 WELLS, Cayman Chemical®), que determina a
producdo de prostaglandina a partir da atividade das enzimas COX-1 e COX-2. A partir
dos dados obtidos com a utilizacdo do kit, foi construida uma curva padrdo através do
percentual da razdo entre a taxa de ligacdo de uma amostra e a taxa de ligacdo méxima
(%B/Bo) e do log da concentracdo de prostaglandina em pg/mL (Figura 10). Este grafico
permitiu a obtengdo de valores referentes a concentracdo de prostaglandina (pg/mL)
obtida pela acéo das enzimas COX-1 e COX-2 e também a porcentagem de inibicdo de
ambas as enzimas frente a utilizacdo de doses crescentes do composto CTHP.
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Figura 10 - Curva Padréo de Prostaglandina utilizada para avaliagdo da atividade enzimatica de
COX-1 e COX-2. %B/B0 - percentual da razdo entre a taxa de ligacdo de uma amostra e a taxa de
ligacdo maxima.
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4.5.10 Avaliacao toxicoldgica aguda in vivo

A toxicidade aguda foi determinada de acordo com o modelo experimental
descrito por Lorke (1983). Uma Unica dose oral do composto CTHP (500 mg/kg) foi
administrado a um grupo de 10 animais. Esta dose equivale a mais de dez vezes a maior
dose testada do composto CTHP, que foi de 30 mg/kg. Os animais foram colocados
posteriormente em uma camara de observacdo. Parametros comportamentais foram
avaliados por um periodo de 7 dias e incluiram a observacdo de convulséo,
hiperatividade, perda do reflexo, alteracdo da frequéncia respiratoria e sedacdo. Um
grupo controle de 10 animais foi administrado com o veiculo e foi exposto a0 mesmo
protocolo.

4.6 Analise estatistica

Os grupos experimentais foram constituidos por 7-10 animais. Os resultados sdo
apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). A significancia estatistica
entre os grupos foi realizada pela aplicacdo de analise de variancia (One-Way ANOVA)
acompanhada pelo teste de Bonferroni para os testes de contor¢bes abdominais
induzidas por acido acético, formalina, campo aberto, quantificacdo de leucdcitos e
quantificacdo de citocinas. E foi realizada pela aplicacdo de andlise de variancia (Two-
Way ANOVA) acompanhada pelo teste de Bonferroni para os testes de retirada da
cauda e edema de pata. Os valores de p menor que 0,05; 0,01 e 0,001 foram usados
como nivel de significancia. A regressao nao-linear foi utilizada para o calculo de Clso
(concentracdo inibitéria de 50%) da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2.

20



5 RESULTADOS
5.1 Teste de contorc¢des abdominais induzidas por &cido acético

A administracdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético (1,2%) produziu 54,2 +
6,1 contor¢bes em um intervalo de 30 minutos (no grupo controle). A administracéo
oral do composto (£)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol
(CTHP) nas doses de 5, 10, 30 mg/kg e morfina (5,01 mg/kg) foi capaz de inibir o
namero de contor¢Ges abdominais em relacdo ao grupo experimental controle (tratado
com veiculo e A&cido acético), de forma dose-dependente, indicando atividade
antinociceptiva deste composto (Figura 11). Os percentuais de inibicdo do numero de
contorgdes abdominais obtidos foram: 51,5% (26.3 + 7.4 contorcdes), 53,3% (25.3 + 4.6
contorcdes) e 88,2% (6.4 + 2.3 contorgdes), respectivamente para as doses de 5, 10 e 30
mg/kg. A administracdo oral de morfina (5,01 mg/kg) inibiu o nimero de contor¢des
abdominais em aproximadamente 50%, quando comparada ao grupo veiculo.
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Figura 11 - Efeito antinociceptivo do composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-
2-il-metanol (CTHP) (1, 5, 10 e 30 mg/kg), veiculo (veiculo e acido acético) e morfina (5,01 mg/kg)
no modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Os tratamentos foram realizados
por via oral. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do nimero de contorc¢des.
A significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo
e 0s grupos tratados com morfina e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA
acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.2 Teste da formalina

Os animais foram tratados com o composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-
tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) (1, 5, 10 e 30 mg/kg; v.0). O farmaco padrédo
morfina (5,01 mg/kg) foi utilizado como controle positivo e apresentou percentual de
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inibicdo de 50% em relagdo ao tempo de lambedura. No grupo de animais tratados
somente com o veiculo e formalina, o tempo obtido na 1° fase foi de 50,8 + 3,6
segundos e na 2° fase foi de 173,9 = 7,8 segundos. O tratamento com o composto CTHP
reduziu significativamente o tempo que 0s animais permaneceram lambendo as patas
apos a injecdo de formalina. Na 12 e 22 fases, o efeito inibitério somente foi observado
com as maiores doses (10 e 30 mg/kg). Na 1° fase do modelo os percentuais de inibigédo
do tempo de lambedura foram de aproximadamente 49% para as doses de 10 (27 + 6,1
segundos) e 30 mg/kg (27,3 + 8,2 segundos), ja na 2° fase os percentuais foram de
aproximadamente 40% para as doses de 10 (105,2 + 10,4 segundos) e 30 mg/kg (105,1
+ 4,0 segundos) (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito antinociceptivo do composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-
2-il-metanol (CTHP) (1, 5, 10 e 30 mg/kg), veiculo (veiculo e formalina) e morfina (5,01 mg/kg) no
modelo de formalina. Os tratamentos foram realizados por via oral. Os resultados s8o expressos
como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de lambedura. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p
< 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo e os grupos tratados com morfina e doses
crescentes do composto, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.3 Modelo de retirada da cauda

Neste teste, os animais foram tratados com o composto CTHP (1, 5, 10 e 30
mg/kg; v.0). A morfina (8,15 mg/kg) foi utilizada como controle positivo. A figura 13
demonstra que as doses de 10 e 30 mg/kg do composto CTHP apresentaram diferenca
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significativa em relacdo ao grupo veiculo, apresentando percentual de aumento da area
sob a curva de 22% e 77% nas respectivas doses de 10 e 30 mg/kg, confirmando assim
0 seu efeito antinociceptivo central.
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Figura 13 - Efeito antinociceptivo do composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-
2-il-metanol (CTHP) no modelo de retirada da cauda. Em A, os animais foram tratados por via oral
com veiculo, morfina (8,15 mg/kg) e doses crescentes do composto (1, 5, 10 e 30 mg/kg). Em B, o
grafico representa a area sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada
da cauda. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reacdo em
segundos. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o
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grupo veiculo e os grupos tratados com morfina e doses crescentes do composto, por Two-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni em B.

5.3.1 Avaliacao do sistema opioide sobre o efeito antinociceptivo do composto (z)-
4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol no modelo de retirada
da cauda

A figura 14 mostra o efeito induzido pela administragdo isolada do composto
(x)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) na dose de 30
mg/kg e combinada com a prévia administracdo de doses crescentes de naloxona (0,01;
0,1; 1 e 3 mg/kg, i.p.; antagonista nao-seletivo de receptor opioide). Deste modo,
podemos observar uma reducao do efeito antinociceptivo produzido pelo composto (£)-
4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol  (CTHP) com a prévia
administracdo de naloxona de forma dependente da dose do antagonista, sendo
observado uma reducdo completa com a dose de 3 mg/kg (ndo possuindo diferenca
significativa em relacdo ao grupo veiculo), de modo a apresentar uma possivel
participacdo do sistema opioide na agdo do composto.
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Figura 14 - Influéncia da administracdo prévia de naloxona sobre o efeito antinociceptivo induzido
pelo composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no modelo
de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com naloxona (N
- 0,001; 0,1; 1 e 3 mg/kg) 15 minutos antes da administracdo do composto. Em B, o gréfico
representa a area sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada da
cauda. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reacdo em
segundos. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o
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grupo veiculo e os grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes de
naloxona, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni em B.

Considerando a possivel participacdo do sistema opioide no mecanismo de acdo
do composto, foi entdo avaliada a participacdo seletiva de receptores opioides (i, 6 € x).
Na figura 15 foi avaliada a interferéncia da administracdo prévia de naltrindol
(antagonista seletivo do receptor & opioide) sobre o efeito antinociceptivo do composto
CTHP, sendo observado que nenhuma das doses utilizadas do antagonista foi capaz de
reduzir o efeito do composto.
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Figura 15 - Influéncia da administracao prévia de naltrindol sobre o efeito antinociceptivo induzido
pelo composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no modelo
de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com naltrindol
(Nal -0,1; 1 e 3 mg/kg) 15 minutos antes da administracdo do composto. Em B, o gréafico representa
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a area sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada da cauda. Os
resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reacdo em segundos. A
significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo e
0s grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes de naltrindol, por
Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni em B.

No entanto, a administracdo prévia de nor-binaltorfimina (antagonista seletivo
do receptor k opioide) reduziu o efeito antinociceptivo do composto em todas as doses
utilizadas, demonstrando o envolvimento deste receptor no mecanismo de acdo do
composto (Figura 16).
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Figura 16 - Influéncia da administracao prévia de nor-binaltorfimina sobre o efeito antinociceptivo
induzido pelo composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no
modelo de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com Nor-
Binaltorfimina (Nor -0,1; 1 e 3 mg/kg) 15 minutos antes da administracdo do composto. Em B, o
grafico representa a area sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada
da cauda. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reacdo em
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segundos. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o
grupo veiculo e os grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes
de Nor-Binaltorfimina, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-
Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em B.

A administracdo prévia de metilnaltrexona (antagonista seletivo periférico do
receptor p opioide) ndo interferiu no efeito antinociceptivo do composto CTHP em
todas as doses utilizadas (Figura 17).
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Figura 17 - Influéncia da administragdo prévia de metilnaltrexona sobre o efeito antinociceptivo
induzido pelo composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no
modelo de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com
Metilnaltrexona (MN -0,1; 1 e 3 mg/kg) 15 minutos antes da administracdo do composto. Em B, o
grafico representa a area sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada
da cauda. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reagdo em
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segundos. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o
grupo veiculo e os grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes
de metilnaltrexona, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em B.

5.4 Inducéo de tolerancia

Neste teste, os animais foram tratados com o composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-
1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) na dose de 30 mg/kg ou morfina (8,15
mg/kg). Os resultados mostram que, com a progressao do tratamento, tanto a morfina
quanto o composto CTHP desenvolveram tolerancia. E o pré-tratamento com veiculo
ndo induziu qualquer alteracdo na linha de base, isso indica que os animais ndo se
tornaram adaptados ao equipamento (Figura 18). Com a administracdo da morfina,
podemos notar que houve uma reducdo drastica da atividade antinociceptiva ja no 2° dia
de tratamento, e no 6° dia, atingindo efeito similar ao apresentado pelo grupo veiculo. J&
com a administracdo cronica do composto, a tolerancia se manifestou somente no 4° dia
de tratamento.

Pode-se observar ainda que houve o desenvolvimento de tolerancia cruzada, pois
apos serem realizados seis dias consecutivos de administracdo do farmaco opioide
(morfina) e este desenvolveu tolerancia, administramos o composto CTHP no 7° dia e
este manteve o baixo nivel de efeito, demonstrando tolerancia a um farmaco que até
entdo estes animais ndo haviam recebido (toleréncia cruzada), sendo esta mais uma
evidéncia da agdo do composto CTHP sobre os receptores opioides.
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Figura 18 - Desenvolvimento de toleréncia e tolerancia cruzada induzida pelo composto (+)-4-cloro-
6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no modelo de retirada da cauda. A
resposta de retirada de cauda foi registrada 60 minutos ap6s cada administracdo do composto,
diariamente. Toleradncia cruzada: efeito antinociceptivo ap6s a administracdo do composto (30
mg/kg) no 7° dia, apbs 6 dias de tratamento com morfina (8,15 mg/kg). Os resultados sdo expressos
como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reacdo em segundos. A significancia estatistica (* p <
0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o 1° dia de tramento da morfina com os dias
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subsequentes de tratamento com a morfina e a significancia estatistica (# p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p
< 0,001) foi calculada entre o 1° dia de tramento do composto com os dias subsequentes de
tratamento com o composto, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.5 Avaliacao da via NO/GMP:/KaTtp sobre o efeito antinociceptivo do composto
(x)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol no modelo de
retirada da cauda.

Para avaliar a possivel participacdo da via NO/GMP¢/Kate N0 mecanismo de
antinocicepcdo do composto (x)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-
metanol (CTHP), os animais foram pré-tratados com N-nitro-arginina-L-metil éster - L-
NAME (0,1; 0,5 e 1 mg/kg, i.p.; inibidor da 6xido nitrico sintase), como demonstrado
na figura 19. Os resultados demonstram que a via L-arginina-NO tem uma possivel
participacdo no mecanismo do composto, ja que a maior dose de L-NAME utilizada (1
mg/kg) foi capaz de inibir completamente a antinocicepcdo causada pelo composto
CTHP.
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Figura 19 - Influéncia da administragéo prévia de N-nitro-arginina-L-metil éster - L-NAME sobre
o efeito antinociceptivo induzido pelo composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-
2-il-metanol (CTHP) no modelo de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados
intraperitonealmente com N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME 0,1; 0,5 e 1 mg/kg) 15 minutos
antes da administracdo do composto. Em B, o grafico representa a rea sob a curva calculada para
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cada curva tempo-efeito no teste de retirada da cauda. Os resultados sdo expressos como média +
E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reacdo em segundos. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p <
0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo e os grupos tratados com 0 composto
isoladamente e combinado a doses crescentes de L-NAME, por Two-Way ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni em A e por One-Way ANOVA via seguida pelo teste de Bonferroni em B.

Posteriormente, foi avaliado a influéncia da pré-tratamento dos animais com 1H-
[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) (inibidor da guanilato ciclase sensivel
ao Oxido nitrico). O tratamento prévio dos animais com ODQ foi capaz de reduzir o
efeito antinociceptivo induzido pelo composto, ndo havendo diferenga significativa
entre o veiculo e o grupo pre-tratado com a dose de 2 mg/kg de ODQ (Figura 20).
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Figura 20 - Influéncia da administracdo prévia de 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one
(ODQ) sobre o efeito antinociceptivo induzido pelo composto (%)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-
tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no modelo de retirada da cauda. Em A, os animais
foram pré-tratados intraperitonealmente com 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ
0,5; 1 e 2 mg/kg) 15 minutos antes da administracdo do composto. Em B, o grafico representa a
area sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada da cauda. Os
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resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reacdo em segundos. A
significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo e
0s grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes de ODQ, por
Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni em B.

Avaliou-se também o envolvimento de canais de potassio regulados por ATP no
mecanismo de a¢do do composto CTHP administrando-se glibenclamida previamente a
administracdo do composto. A glibenclamida reduziu completamente o efeito
antinociceptivo com a maior dose utilizada (1 mg/kg) (Figura 21).
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Figura 21 - Influéncia da administracdo prévia de glibenclamida sobre o efeito antinociceptivo
induzido pelo composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no
modelo de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com
glibenclamida (G 0,1; 0,5 e 1 mg/kg) 15 minutos antes da administracdo do composto. Em B, o
grafico representa a area sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada
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da cauda. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reacdo em
segundos. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o
grupo veiculo e os grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes
de Glibenclamida, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em B.

5.6 Avaliacdo da via serotoninérgica sobre o efeito antinociceptivo do composto
(x)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol no modelo de
retirada da cauda.

Para avaliar o envolvimento da via serotoninérgica no que diz respeito a producao e
liberacdo de serotonina enddgena na atividade do (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-
tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP), foi realizada a administracdo diaria por 3
dias de 4-cloro-DL-fenilalanina (inibidor da enzima triptofano hidroxilase). Nenhuma
alteracdo no efeito antinociceptivo do composto CTHP foi observado (Figura 22).
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Figura 22 - Envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito do composto (+)-4-cloro-6-
(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP). Os animais foram pré-tratados com 4-
cloro-DL-fenilalanina (PCPA) intraperitonealmente na dose de 100 mg/kg por 3 dias consecutivos e
posteriormente receberam o composto ou foram administrados somente com o composto (30
mg/kg). Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reacdo em
segundos. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o
grupo veiculo e os grupos tratados com o composto isoladamente e combinado ao tratamento prévio
com PCPA, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.7 Modelo de campo aberto

Neste modelo, os animais foram tratados por via oral com o composto (+)-4-
cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) (30 mg/kg; v.0),
veiculo e morfina (8,15 mg/kg). A figura 23 demonstra que esta dose de 30 mg/kg nédo
apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, mostrando que a
atividade observada nos modelos nociceptivos néo esta relacionada ao desenvolvimento
de déficit motor. O grupo da morfina apresentou diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle (tratado somente com veiculo), pois apresenta atividade hipndtica,
possivelmente responsavel pelo efeito observado.
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Figura 23 - Avalia¢gdo do composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol
(CTHP) no modelo de campo aberto. Os tratamentos com o veiculo, composto (30 mg/kg) e morfina
(8,15 mg/kg) foram realizados por via oral. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p
< 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo e os grupos tratados com morfina e composto, por One-
Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.8 Modelo de edema de pata

Neste teste, os animais foram tratados com o composto (+)-4-cloro-6-(naftaleno-
1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) (5, 10 e 30 mg/kg; v.0). O farmaco
padrdo dexametasona (2,5 mg/kg; s.c) foi utilizado como controle positivo. Os animais
receberam carragenina 1% (0,02 mL; intraplantar). A figura 24 demonstra que todas as
doses do composto CTHP apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo
veiculo, indicando o efeito antiedematogénico do composto.
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Figura 24 - Efeito do composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol
(CTHP) no teste de edema de pata. Em A, os animais foram pré-tratados com veiculo,
dexametasona (2,5 mg/kg; s.c.) e o composto (5, 10 e 30 mg/kg). Em B, o grafico representa a area
sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de edema de pata. A carragenina foi
aplicada nas patas dos animais em todos os grupos. Os resultados sdo expressos como média +
E.P.M. (n = 6) do volume de edema da pata. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p
< 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo e os grupos tratados com a dexametasona e doses
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crescentes do composto, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-
Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em B.

5.9 Modelo da bolsa de ar subcutaneo (air pouch)

O tratamento foi realizado com o composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-
tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) (5, 10 e 30 mg/kg; v.0). A dexametasona (2,5
mg/kg) administrada por via subcutanea foi usada como controle positivo. E o grupo
veiculo foi tratado com solugéo salina ou com carragenina 1% (0,1 mL; s.c). Os grupos
tratados com as doses de 5, 10 e 30 mg/kg do composto e 2,5 mg/kg da dexametasona
foram comparados com o grupo veiculo. Observamos que houve uma diminuicdo na
quantidade de leucdcitos totais nos grupos tratados com as doses de 10 e 30 mg/kg,
indicando que o composto CTHP foi capaz de reduzir a migracdo leucocitaria na
inflamacéo existente na bolsa de ar subcutaneo (Figura 25).
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Figura 25 - Efeito do composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol
(CTHP) na quantificacao de leucdcitos totais a partir do teste bolsa de ar subcutaneo. Os animais
foram pré-tratados com veiculo, dexametasona (2,5 mg/kg; s.c.) e o composto (5, 10 e 30 mg/kg). Na
bolsa de ar subcutaneo foram aplicadas solucdo salina e carragenina. Os resultados sdo expressos
como média + E.P.M. (n = 7-10) do nimero de leucdcitos totais. A significancia estatistica (* p <
0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo e os grupos tratados com a
dexametasona e doses crescentes do composto e a significancia estatistica (# p < 0,05, ##p < 0,01 e
###p < 0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu solucdo salina e o que recebeu carragenina,
por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.10 Quantificacdo de citocinas

Na determinacdo da producdo de TNF-a, observamos que a administragdo do
composto CTHP foi capaz de inibir a producdo desta citocina somente com a dose de 30
mg/kg; por outro lado ndo alterou a concentracdo de IL-1B no exsudato inflamatdrio
(Figura 26). A administracdo subcutanea de dexametasona reduziu a concentracdo de
ambas as citocinas.
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Figura 26 - Efeito do composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol
(CTHP) na quantificagéo de citocinas a partir do teste bolsa de ar subcuténeo. Os animais foram
pré-tratados com veiculo, dexametasona (2,5 mg/kg; s.c) e o composto (5, 10 e 30 mg/kg; v.0). Na
bolsa de ar subcutaneo foram aplicadas solucdo salina e carragenina. Os resultados sdo expressos
como média + E.P.M. (n = 7-10) da concentracdo de TNF-a (A) e IL-1f (B). A significiAncia
estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo e 0s grupos
tratados com a dexametasona e doses crescentes do composto e a significancia estatistica (# p <
0,05, ##p < 0,01 e ###p < 0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu solucdo salina e 0 que
recebeu carragenina, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
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5.11 Avaliacéo da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2

A tabela 3 foi construida com o auxilio da curva padrdo de prostaglandina
(Figura 10). Observamos a capacidade do composto em diretamente inibir a enzima
cicloxigenase (COX), tendo como consequéncia uma reducdo na sintese de
prostaglandina. A partir do calculo dos percentuais de inibicdo enzimatica, obtidos a
partir da concentracdo de prostaglandina sintetizada, construiu-se os graficos para
determinacdo do Clso (concentracdo inibitéria de 50%). A Clsp do composto CTHP
frente a COX-1 foi de 840,4 pg/mL, ja a Clsp do composto frente a COX-2 foi de 73,16
pg/mL. Esta inibi¢do enzimatica promovida pelo composto se da de forma seletiva para
a isoforma COX-2, pois apresenta um Clso inferior para a COX-2, ou seja, 0 composto
consegue inibir 50% da atividade enzimatica de COX-2 com a utilizacdo de uma
concentracdo mais baixa do composto (Figura 27). O indice de seletividade (IS) obtido
para 0 composto foi de 11,49; sendo que IS = ClsoCOX-1/ClsoCOX-2; I1S>1 —
seletividade para COX-2, IS<1 — seletividade para COX-1.

Tabela 3 - Influéncia de concentragdes crescentes do composto sobre a atividade das enzimas COX-
1 e COX-2, através do método de imunoensaio enzimatico.

Concentracdo | Concentracdo | Concentracdo Inibicdo Inibicdo
do composto de de enzimaticada | enzimatica da
(ng/mL) prostaglandina | prostaglandina COX-1(%) COX-2(%)
(pg/mL) obtida | (pg/mL) obtida
pela COX-1 pela COX-2
0 225,45 201,53 0 0
12,5 218,44 175,05 3,11 13,14
25 206,85 160,94 8,25 20,14
50 202,43 127,41 10,21 36,78
100 183,65 89,40 18,54 55,64
200 168,37 31,62 25,32 84,31
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Figura 27 - Efeito de concentracGes crescentes do composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-
tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) sobre a atividade enzimatica de COX-1 e COX-2. Os
resultados sdo expressos como percentuais de inibicdo enzimética. Foi utilizado o método de
regressdo ndo-linear para o calculo de Clso. O indice de seletividade (IS) obtido para o composto foi
de 11,49; sendo que 1S>1 — seletividade para COX-2, 1S<1 — seletividade para COX-1.
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5.12 Avaliacéo toxicoldgica aguda in vivo.

O composto CTHP foi avaliado para a toxicidade aguda em camundongos.
Nenhum sintoma de intoxicagdo (convuls&o, hiperatividade, perda de reflexo, alteracéo
da frequéncia respiratéria e sedacdo) foi observado nos animais. O composto CTHP néo
produziu toxicidade apds administracdo oral (DLso > 500 mg/kg).

46



6 DISCUSSAO

Neste trabalho, as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do composto
(x)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) foram testadas
em modelos de nocicepcao e de inflamagcdo em camundongos.

Para iniciar o estudo da atividade antinociceptiva, 0 modelo de contor¢fes
abdominais induzidas por acido acético foi o primeiro a ser realizado. Este modelo tem
sido utilizado como um modelo clé&ssico para avaliar o potencial antinociceptivo de
novos agentes analgésicos (MOHAMAD e cols., 2010).

Quando o &cido acético é administrado por via intraperitoneal, ocorre uma
reacdo dolorosa e uma inflamacdo aguda na area peritoneal. A estimulacdo de
nociceptores é indireta e ocorre com a liberacdo de substancias enddgenas, que por sua
vez, estimulam terminacdes nervosas (ALVARENGA e cols., 2013). A nocicepgdo
observada neste modelo tem sido relacionada a mediadores como PGE2, PGF», e PGly,
bem como produtos da lipoxigenase (PARVEEN e cols., 2007). Este modelo também
induz a liberacdo de TNF-a e IL-1B, mediadores diretamente ligados aos processos
inflamatdrio e nociceptivo, tendo sido caracterizado que anticorpos anti-TNF-a. e anti-
IL-1B inibem as contor¢des abdominais (VERRI e cols., 2006), comprovando a relagdo
do modelo com estes processos.

O composto CTHP foi capaz de inibir o0 nimero de contor¢Ges abdominais em
relacdo ao grupo controle nas doses de 5, 10 e 30 mg/kg, demonstrando atividade
antinociceptiva. O resultado apresentado neste modelo mostra uma atividade
antinociceptiva inespecifica, incapaz de esclarecer sobre a acdo central ou periférica do
composto (NESS e GEBHART, 1990).

Para melhor caracterizar a atividade antinociceptiva do composto foi utilizado o
teste da formalina, que se trata de um modelo mais especifico, que permite discriminar a
acdo antinociceptiva sobre a dor inflamatéria e ndo inflamatéria. O mecanismo
responsavel pela acdo nociceptiva da 1? fase do teste, que se inicia imediatamente apds a
administracdo da formalina, é caracterizado pela direta ativacdo de fibras C sensoriais
através de receptores TRPAL (MCNAMARA e cols., 2007). Tem sido também relatado
que mediadores como substancia P e bradicinina participam deste mecanismo
neurogénico (PARADA e cols., 2001). Farmacos que atuam a nivel central (opioides)
constituem 0s principais agentes atuantes nesta fase neurogénica de nocicepgéo
(FERREIRA e cols., 2006). Na 22 fase do teste, que ocorre apos 15-30 min, mediadores
inflamatdrios resultantes da administracdo de formalina sdo liberados, incluindo
prostaglandinas, serotonina, bradicinina, histamina, aminas simpatomiméticas, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (HUNSKAAR e HOLE, 1987; TORNOS e
cols., 1999; MILANO e cols., 2008). Farmacos que atuam principalmente no sistema
nervoso central inibem igualmente ambas as fases, enquanto os farmacos de acdo
periférica inibem somente a fase Il (FISCHER e cols., 2008).

Os resultados apresentados sugerem que as maiores doses do composto CTHP
(10 e 30 mg/kg), assim como a morfina (um farmaco de acdo central), demonstraram
atividade sobre as duas fases do modelo, sugerindo atividade antinociceptiva central,
enquanto o &cido acetilsalicilico demonstrou atividade somente na 2° fase, sugerindo
atividade antinociceptiva periférica-inflamatoria.

Na tentativa de comprovar a atividade antinociceptiva central do composto
CTHP, realizamos o teste de retirada de cauda com o uso de doses crescentes do
composto, pois este método avalia 0s mecanismos espinhais envolvidos na
antinocicepcdo, através de um estimulo térmico que provoca uma reacgéo de retirada da
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cauda dos animais por meio de um movimento reflexo de origem espinhal rapido e
vigoroso (CAMARATA e YAKSH, 1985). Esse teste é considerado um reflexo
espinhal, mas também pode envolver estruturas neurais superiores e, portanto, identifica
principalmente analgésicos de acdo central (LE BARS e cols., 2001). Além disso, €
sensivel para identificar a atividade de compostos presentes em extratos vegetais ou
isolados a partir desses, além de sintéticos, cujos mecanismos sejam semelhantes aos
promovidos pelos analgésicos opioides (OLIVEIRA e cols., 2008).

O composto CTHP produziu atividade antinociceptiva no teste de retirada da
cauda com as maiores doses administradas (10 e 30 mg/kg), assim como a morfina. O
composto CTHP apresentou um efeito mais precoce quando comparado a morfina, visto
que por via oral a morfina apresenta biodisponibilidade reduzida devido a absorcéo
intestinal irregular e efeito de primeira passagem hepatico (BALTIERI e cols., 2004).
Posteriormente, ainda com o modelo de retirada de cauda, os resultados demonstram
qgue a naloxona (antagonista ndo-seletivo opioide) foi capaz de reduzir o efeito
antinociceptivo do composto CTHP, evidenciando a participacéo da via opioide no seu
mecanismo de acao.

O desenvolvimento de tolerancia devido ao uso prolongado sdo caracteristicas
presentes em todos os farmacos opioides conhecidas, e essas Sdo as principais
limitacdes clinicas aos seus usos (OSSIPOV e cols., 2003; MERRER e cols., 2009).
Exposicdes prolongadas e repetidas aos agonistas opioides reduzem a responsividade da
proteina G acoplada a receptores opioides. Essa reducdo na funcdo do receptor é
responsabilizada por contribuir para a tolerancia a opioides (VARGA e cols., 2003).
Desse modo, foi avaliada a inducéo de tolerancia através do teste de retirada da cauda
para avaliar se com a administracdo cronica do composto CTHP, o mesmo
desenvolveria tolerancia. Conforme observado nos resultados, a morfina apresentou
tolerancia no 2° dia de tratamento, enquanto a administracdo diaria do composto CTHP
induziu tolerancia mais tardia (somente no 4° dia).

A morfina é um poderoso analgésico, mas também um potente indutor de
tolerancia e dependéncia. A tolerancia induzida por morfina requer um ajuste na dose
(aumento) para que os niveis de analgesia sejam mantidos (BOHN e cols., 2000). A
tolerancia aos efeitos analgésicos da morfina resulta de complexas mudancas em vérias
vias bioquimicas e moleculares (STAROWICZ e cols., 2005).

O composto CTHP também demonstrou induzir toleréncia cruzada, uma vez que
apos a administracdo diaria de morfina por 6 dias consecutivos, a administracdo do
composto no 7° dia ndo foi capaz de produzir efeito antinociceptivo.

No aprofundamento da investigacdo da participacdo seletiva de receptores
opioides (u, 6 e ), nossos resultados demonstram que a nor-binaltorfimina (antagonista
seletivo do receptor k opioide) reduziu o efeito antinociceptivo do composto CTHP em
todas as doses utilizadas, demonstrando o envolvimento deste receptor no mecanismo
de acdo do composto. Por sua vez, o bloqueio dos receptores p e 6 (pelos antagonistas
metilnaltrexona e naltrindol, respectivamente) se mostraram ineficazes em reduzir o
efeito do composto, determinando assim a auséncia do envolvimento destes receptores
na acdo do composto.

O receptor opioide k esta presente no terminal pré-sinaptico de neurdnios e sua
ativacdo causa hiperpolarizagdo que previne a liberacdo do neurotransmissor excitatorio
na fenda sinaptica, inibindo a geracdo de impulsos nos neurbnios pos-sindpticos
(MILLER, 1998). A literatura tem relatado que a ativacdo do receptor opioide k ¢
diretamente responsavel pelo fechamento de canais de soédio (SU e cols., 2002; SU e
cols., 2009) e pela abertura de canais de potassio sensiveis ao ATP, que é responsavel
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pela analgesia induzida pelo receptor opioide p (OCANA e cols., 2004). Os receptores
opioides x sdo encontrados na periferia, no ganglio da raiz dorsal, medula espinhal e
regibes supra-espinhais associadas com a modulacdo da dor (VANDERAH, 2010).
Além disso, os receptores opioides k tém demonstrado ativar vias inibitorias de
conducéo da dor no sistema nervoso central (PAN e cols., 1997).

Diversos mecanismos moleculares estdo envolvidos na acdo analgésica dos
opioides. Estes mecanismos incluem a abertura de canais de potassio, com consequente
hiperpolarizacdo da membrana celular e/ou a inibicdo do sistema adenil ciclase,
diminuindo a produgéo de AMPc (SCHULTZ E GROSS, 2001) e inibindo canais de
calcio voltagem dependentes. A reducdo do influxo de céalcio nas fibras nervosas
acarreta em inibigéo da liberacdo de neurotransmissores, contribuindo para a diminuigéo
da transmissdo sinaptica do impulso nervoso (DICKENSON E SULLIVAN, 1987;
LAW e cols., 2000).

A participacdo do éxido nitrico (NO) e do GMPc no efeito analgésico periférico
de opioides foi evidenciada pela observacdo de que inibidores da enzima responsavel
pela sintese de NO, ou da guanilil ciclase, revertem o efeito destes farmacos, quando
avaliados em modelos de hipernocicepcdo inflamatéria aguda (FERREIRA, 1990;
AMARANTE E DUARTE, 2002).

Um estudo demonstrou, por meio de ensaios in vivo e in vitro, que a ativacéo da
via do NO, pela morfina e de agonista de receptores opioides do tipo «, ¢ dependente da
estimulacdo de PIsKy/AKT. Uma vez sintetizado, o NO ¢ capaz de estimular a enzima
guanilato ciclase a catalisar a conversdo do trifosfato de guanosina (GTP) em GMPc
(CUNHA e cols., 2010)

Vaérios estudos experimentais demonstram que a sintese de GMPc pelo NO,
promove a abertura de canais para potdssio sensiveis a ATP (Katp) (SOARES E
DUARTE, 2001). O GMPc é capaz de modular, direta ou indiretamente (via ativacdo da
proteina quinase G, PKG), a atividade destes canais, favorecendo o efluxo de ions
potassio e a hiperpolarizacdo da célula neuronal, resultando em antinocicep¢do (HAN e
cols., 2001). A PKG é uma proteina quinase que é estimulada seletivamente, mas nao
exclusivamente, pelo GMPc. Uma vez estimulada, a PKG induz a inibicdo da atividade
da fosfolipase C, do 1, 4, 5-inositol trifosfato e de canais de Ca?*, além de estimular a
atividade da Ca®" ATPase e de canais de K*atp (SACHS e cols., 2004).

Baseado nisto, a prévia administracdo de doses crescentes de L-NAME (inibidor
ndo-seletivo da Oxido nitrico sintase), ODQ (inibidor seletivo da guanilil ciclase
sensivel ao 6xido nitrico) e glibenclamida (bloqueador seletivo de canal de K* sensivel
ao ATP) foram capazes de reduzir o efeito antinociceptivo do composto CTHP,
mostrando que existe 0 envolvimento de uma via em seu mecanismo de acdo (via
NO/GMP./Katp), através de sua ativacdo sequencial (Figura 28). Este efeito é
consequéncia da ativacdo da guanilato ciclase, com subsequente elevacdo dos niveis
intracelulares de GMP. , ativacdo de proteina quinase G (PKG) e abertura de canais de
potassio (ALVES e DUARTE, 2002).
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Composto

Figura 28 - Proposta do mecanismo de a¢do do composto CTHP (Adaptada de Cury e cols., 2011)

O sistema serotoninérgico é uma das vias que tem um papel relevante na
modulacdo da nocicepcéo, por isso também foi avaliada sua participacdo na atividade
antinociceptiva do composto. A serotonina tem sido associada com o processamento e
modulagdo da dor tanto no Sistema Nervoso Central quanto no Periférico. E liberada
das plaquetas e mastocitos apds lesdo, sendo o efeito algésico ou analgésico dependente
do sitio de acdo e do subtipo de receptor ativado. Existem Vvarios receptores para
serotonina e estudos mostram que os receptores 5SHT1a, 5SHT2 e 5HT3 estdo presentes
nas fibras aferentes do tipo C. A serotonina atua em combinagdo com outros mediadores
inflamatdrios e pode estimular e sensibilizar as fibras aferentes, contribuindo para uma
sensibilizacdo periférica e hiperalgesia inflamatéria (SOMMER, 2004). O PCPA é um
inibidor reversivel da enzima triptofano hidroxilase e incorpora-se a enzima para
produzir uma proteina inativa. Esta inativacdo provoca deplecdo de estoques de 5-HT
no encéfalo, tecidos periféricos e sangue. Porém, esta deplecdo serotoninérgica ndo
interfere com os efeitos demonstrados pelo composto CTHP, indicando que ndo ha
envolvimento da via serotoninérgica sobre o efeito do composto.

O modelo do campo aberto foi realizado para excluir a possibilidade da acéo
antinociceptiva do composto CTHP estar relacionada a um comprometimento na
atividade locomotora dos animais. Os resultados mostraram que as doses do composto
que tiveram agdo antinociceptiva ndo alteraram o desempenho motor dos camundongos.
Nesse contexto, foi relatado que varios farmacos analgésicos com acao depressora sobre
0 sistema nervoso central e muscular podem reduzir a coordenagdo motora em animais,
bem como a expressdo de comportamentos nociceptivos (SOJA e cols., 2002).

No estudo da atividade anti-inflamatéria, o composto CTHP foi avaliado no
modelo do edema de pata induzido por carragenina, onde o0 mesmo foi capaz de reduzir
significativamente o edema com todas as doses testadas (5, 10 e 30 mg/kg). Este é um
modelo experimental amplamente utilizado para triagem de substancias de carater anti-
inflamatério e tem sido frequentemente utilizado para avaliar o efeito
antiedematogénico, exibindo um elevado grau de reprodutibilidade (THOMAZZI e
cols., 2010).
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Este envolve a participagio de uma ampla variedade de mediadores
inflamatdrios, como histamina e serotonina (primeira fase, que ocorre entre 1 e 2 horas),
responsaveis pelo desenvolvimento de eventos vasculares, e em uma segunda fase (entre
3 e 6 horas) ocorre a participacdo de citocinas (IL-1p e TNF-a), prostaglandinas e 6xido
nitrico (DI ROSA e cols., 1971; ZHU e cols., 2011). O edema também é caracterizado
por um intenso infiltrado de células, onde a presenca de neutrdfilos se destaca
(WINTER e cols., 1962; DAWSON e cols., 1991).

Para melhor caracterizar o efeito anti-inflamatério do composto CTHP, foi
executado o modelo da bolsa de ar subcutdneo. O tecido da bolsa é composto por
linhagens de células que consistem inicialmente de macrofagos e fibroblastos,
semelhantes & cavidade sinovial. Este modelo permite quantificar a resposta
inflamatdria a partir da avaliacdo do volume e composic¢do do exsudato, pois pode ser
injetada uma variedade de substancias consideradas irritantes para produzir inflamacéo
nesta area (DUARTE e cols., 2012).

A injecdo de carragenina na bolsa de ar produz uma reacdo inflamatéria ndo
imunoldgica, caracterizada pela producdo acentuada de mediadores inflamatorios,
incluindo prostaglandinas, leucotrienos e citocinas, bem como influxo significativo de
leucdcitos, principalmente neutréfilos. Estes parametros podem ser quantificados e
utilizados para determinar o grau de inflamacdo, a resolucdo da inflamagéo ou a
atividade anti-inflamatoria de farmacos (DUARTE e cols., 2012; JAIN e cols., 2011). O
influxo leucocitario a partir do sangue para o sitio da inflamac&o representa um passo
crucial na resposta inflamatéria. ReacGes inflamatdrias iniciais sdo caracterizadas por
um influxo de neutréfilos para o tecido inflamado, enquanto que mais tardiamente um
intenso fluxo de eosindfilos e células mononucleares sdo observados. Nossos resultados
mostram uma significativa migracdo leucocitaria na bolsa de ar 4h ap6s a aplicacdo de
carragenina. Esta migracdo foi inibida pela administracdo do composto CTHP.

O tratamento com o composto resultou em um pronunciado efeito contra a
inflamacdo aguda induzida pela carragenina. Tem sido demonstrado que a resposta
inflamatéria aguda induzida por carragenina em camundongos induz liberacdo de
mediadores, como histamina, bradicinina, substancia P e prostaglandinas, acompanhada
pela exsudacao e infiltracdo leucocitaria no sitio inflamatério. Esta resposta inflamatéria
aguda € inibida pelos anti-inflamatoérios ndo-esteroidais (MENEGAZZI e cols., 2008).

Nossos resultados revelam que o composto CTHP foi capaz de reduzir a
concentracdo de TNF-a no exsudato inflamatorio, mas ndo de IL-1B. TNF-o é uma
citocina que desempenha um papel chave na resposta imune inata e esta associada com
migracdo celular e exsudagéo (VIGIL e cols., 2008). Ja a IL-1p promove a expressao de
moléculas de adesdo, migracdo leucocitaria e aumento da permeabilidade vascular,
indicando que ela atua como importante mediador pro-inflamatério (HALLEGUA e
WEISMAN, 2002). A inibicdo da migracdo leucocitaria observada pode estar
relacionada a reducéo dos niveis de TNF-a induzida pelo composto.

Nossos resultados também mostram a atividade inibitéria seletiva do composto
CTHP sobre a enzima cicloxigenase-2 (COX-2). A enzima cicloxigenase, também
chamada de prostaglandina H sintase, € uma enzima bifuncional exibindo atividades
ciclooxigenase e peroxidase. O componente cicloxigenase converte acido araquiddnico
em prostaglandina G, (PGG2), e o componente peroxidase reduz o endoperoxido no
alcool correspondente (Prostaglandina H», PGH2), o precursor das prostaglandinas,
tromboxanos e prostaciclinas (NUGTEREN e HAZELHOF, 1973).

Existem 3 isoformas de COX, que utilizam os mesmos substratos, produzem os
mesmos produtos e catalisam a mesma reacdo, usando mecanismos cataliticos idénticos,
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mas diferem na seletividade do inibidor (BALAJI e cols., 2014). A isoforma COX-1
apresenta um papel fundamental na manutencdo da homeostase, principalmente em
6rgdos como os rins e estdbmago. Ja a COX-2 é responsavel por induzir condi¢des
inflamatdrias e mediar a dor. A inibicdo da COX-1 é responsavel pelos efeitos adversos
gastrointestinais, enquanto a inibicdo da COX-2 seria responsavel pelos efeitos
terapéuticos dos anti-inflamatorios néo-esteroidais (BANSAL e cols., 2014). Desta
forma, podemos observar um menor potencial do composto CTHP em desenvolver
efeitos adversos devido a sua seletividade pela isoforma COX-2. Esta auséncia de
efeitos adversos foi confirmada pela auséncia destes ap6s a administracdo oral aguda de
500mg/kg do composto CTHP no ensaio de toxicidade aguda.
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7 CONCLUSOES

Podemos pontuar as seguintes conclusdes:

O composto (z)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol
(CTHP) possui atividade contra a nocicep¢do aguda induzida quimicamente ,
conforme observado nos modelos de contor¢des abdominais induzidas por
acido acético 1,2% e da inducéo de dor pela injecdo intraplantar de formalina
2,5%.

O composto CTHP possui atividade antinociceptiva central, conforme
observado pela acdo nas 2 fases do modelo de formalina e no modelo de
retirada de cauda.

O mecanismo de acdo antinociceptivo do composto CTHP esta envolvido
com o sistema opioide, mais especificamente envolvendo os receptores
opioides «k, pois houve uma reducdo do efeito produzido pelo composto
CTHP com a prévia administracdo de naloxona (antagonista ndo seletivo
opioide) e nor-binaltorfimina (antagonista seletivo do receptor k opioide) de
forma dependente da dose do antagonista, no modelo de retirada de cauda.

O composto CTHP, assim como a morfina, desenvolveu tolerancia. Porém, a
tolerancia diante do composto se manifestou mais tardiamente, comparada a
morfina. Houve desenvolvimento de tolerancia cruzada, o que seria mais
uma evidéncia da a¢do do composto CTHP sobre os receptores opioides.

A via NO/cGMP/Katp demonstra participagdo na atividade farmacologica do
composto CTHP, comprovada devido a inibicdo completa da antinocicepc¢éo
causada pelo composto com a administracdo prévia de L-NAME, 1H-[1,2,4]
Oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ) e glibenclamida.

A atividade antinociceptiva observada pelo composto CTHP ndo parece
envolver diretamente a via serotoninérgica, uma vez que nao foi observada
nenhuma alteracdo na atividade do composto diante do tratamento prévio
diario por trés dias de 4-cloro-DL-fenilalanina.

A atividade observada nos modelos nociceptivos ndo esta relacionada ao
desenvolvimento de déficit motor, conforme demonstrado pelo modelo de
campo aberto.

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

O composto CTHP possui atividade anti-inflamatdria, conforme constatado
pela sua capacidade em reduzir a migracdo leucocitaria e a producdo da
citocina TNF-a na inflamagao induzida pela carragenina no modelo de bolsa
de ar subcutéaneo.

O composto CTHP inibiu de forma seletiva a atividade da enzima COX-2,
conforme avaliagdo in vitro da atividade enzimatica de COX.
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