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RESUMO

Apolinario, N. M. Elucidacao estrutural e avaliacdo do potencial bioldgico de novos
derivados N-acilhidrazdnicos. Dissertagdo de mestrado. Campina Grande: UEPB, 2016.

A funcionalidade N-acilhidrazona tem sido relatada como o grupo farmacoforico de
compostos com uma ampla variedade de propriedades biologicas, incluindo as atividades anti-
inflamatoria, analgésica e antimicrobiana. O objetivo deste estudo foi elucidar estruturalmente
¢ avaliar o potencial analgésico, anti-inflamatoério e antimicrobiano dos derivados N-
acilhidrazonicos (JR04, JR09 e JR19). Os compostos previamente sintetizados foram
caracterizados fisico-quimicamente ¢ a clucidacdo estrutural foi realizada pelas técnicas
espectrométricas e espectroscopicas. Nos ensaios farmacologicos foram utilizados
camundongos albinos Swiss adultos de ambos os sexos. Os modelos utilizados para atividade
anti-inflamatoria foram: peritonite e edema de pata induzido por carragenina, e bolsdo de ar
subcutaneo. Para o potencial antinociceptivo foi realizado: nocicep¢do induzida por formalina
e dor orofacial induzida por formalina. Foi realizado também o teste de toxidade aguda. Nos
ensaios microbiologicos foram utilizadas linhagens bacterianas e fungicas padrdo American
Type Culture Collection (ATCC) pelos métodos de disco-difusdo e microdilui¢do. Os
compostos apresentaram rendimentos acima de 50%. Em relagdo a faixa de fusdo, a variacdo
de temperatura para a maioria dos compostos foi de até 3°C. Todos os compostos
apresentaram LogP<5, estando de acordo com a regra de Lipinsk, e sinais de deslocamento
quimico caracteristicos das estruturas propostas, como sendo 2-ciano-N’-[4-
(metilssulfonil)benzilideno]-acetohidrazida (JR04), N’-(benzilideno)-2-cianoacetohidrazida
(JR09) e N’-[(1-H-indol-3-il)-metileno]- 2-cianoacetohidrazida (JR19) nos espectros de RMN
de '"H e RMN de °C DEPT-Q. No modelo de peritonite induzida por carragenina, a
administragdo oral dos compostos JR04 (10 e 20mg/Kg), JR09 (20mg/kg) ¢ JR19 (10
e 20mg/Kg) inibiram de forma significativa em 48, 54, 61, 59 e 52%, respectivamente, a
migragdo leucocitaria quando comparado com o grupo controle, ndo havendo diferenga
significativa entre as doses de 10 e 20 mg/Kg de JR04 e JR19. A dose de 10mg/kg
foi selecionada para os demais testes. No bolsdo de ar subcutdneo, todos os
compostos inibiram significativamente a migracdo celular quando comparados ao controle
negativo, em 55, 52 e 66%, para JR04, JR09 e JR19, respectivamente. Reduziram também o
edema de pata induzido por carragenina, especialmente os composto JR19. Confirmando a
atividade anti-inflamatoéria no edema de pata, os compostos reduziram significativa a
concentragdo sérica da proteina C reativa (PCR) quando comparados ao grupo controle.
Nos modelos de nocicepcdo induzida por formalina e dor orofacial induzida por
formalina, os compostos JR09 e JR19 foram ativos apenas na segunda fase, sugerindo ser
desprovido de efeito analgésico central e possivelmente retentor de agdo anti- inflamatoria.
O composto JR0O4 aumentou o tempo de reatividade nas duas fases nestes modelos,
isto € sugestivo de um aumento na sintese e/ou liberagdo inicial de BK promovendo uma
intensificagdo da acdo deste peptideo vasoativo. Na avaliagdo da toxicidade aguda dos
compostos JR09 e JR19 na dose de 100mg/Kg ndao houve morte nem alteragdes
comportamentais ou fisiologicas, indicando baixa toxicidade das moléculas testadas. Nos
testes de atividade antimicrobiana, ndao foi verificada inibicdo do crescimento dos
microrganismos testados, apontando auséncia de atividade antimicrobiana, pelos métodos
utilizados. Os resultados obtidos indicam a efetividade dos derivados N- acilhidrazonicos
como anti-inflamatorios, tornando favoraveis as perspectivas para sua futura utilizagdo com
esse objetivo terapéutico.

Palavras-chave: hidrazonas, inflamagao, microrganismos.



ABSTRACT

Apolinario, N. M. Structural elucidation and evaluation of the biological potential of new
N-acylhydrazonic derivatives.

The N-acylhydrazone functionality has been reported as the pharmacophoric group of
compounds with a wide variety of biological properties, including anti-inflammatory,
analgesic and antimicrobial activities. The objective of this study was to elucidate structurally
and to evaluate the analgesic, anti-inflammatory and antimicrobial potential of N-
acylhydrazone derivatives (JR04, JR09 and JR19). The previously synthesized compounds
were physico-chemically characterized and the structural elucidation was performed by
spectroscopic and spectroscopic techniques. In the pharmacological tests Swiss adult albino
mice of both sexes were used. The models used for anti-inflammatory activity were:
peritonitis and paw edema induced by carrageenan, and pockets of subcutaneous air. For the
antinociceptive potential was performed: formalin-induced nociception and orofacial pain
induced by formalin. The acute toxicity test was also performed. In the microbiological assays
American Type Culture Collection (ATCC) standard bacterial and fungal strains were used by
disc diffusion and microdilution methods. The compounds showed yields above 50%.
Regarding the melting range, the temperature variation for most compounds was up to 3° C.
All compounds presented LogP <5, being in agreement with the rule of Lipinsk, and chemical
displacement signals characteristic of the proposed structures as being (2-cyano-N'-[4-
(methylsulfonyl) benzylidene] acetohydrazide (JRO4), N'-(benzylidene)-2-
cyanoacetohydrazide (JR09) and N'-[(1-H-indol-3-yl)methylene]-2-cyanoacetohydrazide
(JR19) in RMN of 'H and RMN of "*C DEPT-Q spectra. In the carrageenan-induced
peritonitis model, oral administration of the compounds JR04 (10 and 20mg/kg), JR0O9
(20mg/kg) and JR19 (10 and 20mg/kg) inhibited significantly at 48, 54, 61, 59 and 52%,
respectively, leukocyte migration when compared to the control group, and there was no
significant difference between doses of 10 and 20 mg/Kg of JR04 and JR19. The dose of
10mg/kg was selected for the other tests. In the pockets of subcutaneous air, all compounds
significantly inhibited cell migration when compared to the negative control, at 55, 52 and
66%, for JR04, JRO9 and JR19, respectively. They also reduced carrageenan-induced paw
edema, especially compounds JR19. Confirming the anti-inflammatory activity in paw
edema, the compounds significantly reduced serum C-reactive protein (CRP) concentration
when compared to the control group. In the models of formalin-induced nociception and
orofacial pain induced by formalin, compounds JR09 and JR19 were active only in the second
phase, suggesting to be devoid of central analgesic effect and possibly anti-inflammatory
action retainer. The compound JR04 increased the reactivity time in the two phases in these
models, this is suggestive of an increase in the synthesis and/or initial release of BK
promoting an intensification of action of this vasoactive peptide. In the evaluation of the acute
toxicity of compounds JR09 and JR19 at the dose of 100mg/Kg there was no death or
behavioral or physiological changes, indicating low toxicity of the molecules tested. In the
tests of antimicrobial activity, no inhibition of the growth of the tested microorganisms was
observed, indicating absence of antimicrobial activity, by the methods used. The results
indicate the effectiveness of the N-acylhydrazone derivatives as anti-inflammatory, favoring
the prospects for its future use with this therapeutic objective.

Key words: hydrazones, inflammation, microorganisms.
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1 INTRODUCAO

O processo inflamatorio ¢ definido como a resposta a um estimulo prejudicial
provocado por uma variedade de agentes nocivos, infec¢des, anticorpos e ferimentos fisicos.
De acordo com Goodman & Gilman (2015), essa resposta ¢ caracterizada por vasodilatacao
local e aumento da permeabilidade celular, infiltragdo de leucocitos e células fagociticas,
degeneragao tecidual e fibrose.

Enzimas como oOxido nitrico-sintase (NOS) e cicloxigenase-2 (COX-2) estao
envolvidas na inflamagao, tendo papel importante na resposta dos tecidos ao dano e a agentes
infecciosos. Apesar da atividade fisiologica destas enzimas ser benéfica ao organismo, a sua
expressao excessiva estd associada a patogenia de diversas doengas. Agentes que possam
inibir a expressdo ou a atividade destas enzimas, geralmente induzidas por citocinas
inflamatorias, sdo potenciais agentes anti-inflamatorios (VECHIA, GNOATTO, GOSMANN;
2009).

Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs) tradicionais disponiveis agem, em geral,
inibindo as enzimas cicloxigenases. A inibicdo da COX-2 estd associada as agdes
antipiréticas, analgésicas e anti-inflamatorias dos AINEs. A inibi¢do simultdnea da
cicloxigenase-1 (COX-1) e COX-2 responde pelos efeitos adversos indesejaveis sobre o trato
gastrointestinal (TGI). Diante disso, propds-se que o desenvolvimento de farmacos com
inibicdo seletiva para a COX-2, inclusive os coxibes, apresentariam mais vantagens
terapéuticas, uma vez que a COX-2 ¢ predominante nos tecidos inflamados enquanto a COX-
1 ¢ fonte de prostaglandinas (PGs) citoprotetoras do TGl (GOODMAN; GILMAN, 2015).

Atualmente, evidéncias indicam que os inibidores da COX-2 ocasionam riscos
cardiovasculares, tais como infarto do miocardio, acidente vascular encefalico, hipertensdo
sistémica e pulmonar, insuficiéncia cardiaca congestiva ¢ morte subita; justificados pela
supressao das PGs cardioprotetoras derivadas da COX-2, ativagdo das plaquetas, proliferacdo
e reorganizacao dos vasos sanguineos, hipertensdo e aterogénese. Apesar dos efeitos adversos
mais frequentes estarem associados a inibicao seletiva da COX-2, a auséncia de seletividade
para essa isoenzima ndo elimina completamente o risco de eventos cardiovasculares, de modo
que todos os farmacos de largo espectro dos AINEs somente devem ser prescritos apos a
analise do risco/beneficio (BATLOUNI, 2010).

Desse modo, os efeitos secundarios indesejdveis promovidos por esses agentes
terapéuticos, tem direcionado a busca por novos compostos, cujo potencial anti-inflamatorio

seja acompanhado de um minimo de efeitos colaterais ¢ um baixo custo de produgao, seja por
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sintese baseada em moléculas de farmacos ja existentes no mercado ou por moléculas
presentes em diferentes fontes naturais como plantas.

Outro fator que contribui para a investigacdo do potencial bioativo de novas moléculas
¢ a problematica da resisténcia a antimicrobianos convencionais adquirida por diversos
microrganismos. Tal resisténcia ¢ claramente uma das principais causas da reemergéncia das
doengas infecciosas ¢ do aumento da morbidade, mortalidade e custos em satde decorrentes
da reducdo das opgdes terapéuticas eficazes contra os microrganismos resistentes. As diversas
acOes internacionais conjuntas que tém sido desenvolvidas nas ltimas décadas, com vista a
vigilancia e controle das resisténcias dos microrganismos aos antimicrobianos, sao reflexos da
importancia que se atribui a este fenomeno a nivel mundial (SILV A, 2009).

Em virtude da necessidade de novas terapias para as mais variadas enfermidades, os
derivados acilhidrazonicos surgem como provaveis moléculas para o desenvolvimento de
novos ¢ eficientes farmacos. Ja foram relatadas, para diversos compostos dessa natureza, agao
antimicrobiana, antiparasitdria, analgésica, anti-inflamatoria, anticonvulsivante, anti-
agregante plaquetdria, além de atividades antituberculose, antitumoral entre outras (LIMA et
al., 2000; ALMEIDA et al., 2002; ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007).

A presente proposta presume ressaltar o potencial terapéutico de novos derivados N-
acilhidrazonicos na prevencao e no combate a diversas doencas, através da obtencdo de novos
compostos com atividade biologica comprovada, gerando subsidios para estudos futuros em
torno das moléculas em questdo. Neste contexto, muito hd de se progredir, especialmente em
relacdo a eficacia destes compostos em estudos clinicos e a determinagdo inequivoca do perfil
toxicologico, bem como a necessidade de elucidagdo dos mecanismos moleculares de agdo

envolvidos nas agdes biologicas dos mesmos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Caracterizar estruturalmente e avaliar o potencial biolégico dos novos derivados N-

acilhidrazonicos JR04, JR09 ¢ JR19.

2.2 Objetivos Especificos

» Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e realizar a elucidacdo estrutural
dos compostos JR04, JR09 e JR19 previamente sintetizados;

= Avaliar a atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva dos derivados
N-acilhidrazonicos em camundongos;

# Avaliar a toxicidade aguda pré-clinica dos compostos com melhor potencial
anti-inflamatorio e antinociceptivo;

= Avaliar a atividade antimicrobiana dos derivados N-acilhidrazonicos por

diferentes métodos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Fisiopatologia da inflamacao

A inflamagdo é definida como um complexo processo de defesa, desencadeado por
estimulos nocivos incluindo infecgdes, reagdes imunologicas e lesdes teciduais. A resposta
inflamatoria é caracterizada por acimulo de fluidos e de leucocitos com o intuito de eliminar
o agente nocivo (HERNANDEZ et al., 2013). Embora esses fendmenos estejam divididos em
fases, todos eles acontecem simultaneamente, fazendo da inflamagdo um processo dindmico.

Na fase irritativa ocorrem modificagdes morfologicas e funcionais dos tecidos
agredidos promovendo a liberacdo de mediadores quimicos, que irdo desencadear as outras
fases inflamatorias. Na fase vascular sdo observadas alteracdes hemodinamicas da circulagdo
e da permeabilidade vascular no local da agressdao. A fase exsudativa ¢ caracteristica deste
processo, ocorrendo migragdo de liquidos e células para o foco inflamatério, oriundos do
aumento da permeabilidade vascular. A fase degenerativa-necrdtica ¢ composta por células
mortas, necrosadas e produtos de degeneracdo, consequentes das fases anteriores. Na fase
produtiva-reparativa ocorre a multiplicagdo de células e reparagdo tecidual, visando recompor
o tecido lesionado (PECONICK; KALKS, 2011). Independente do estimulo inicial os sinais
clinicos classicos incluem eritema, edema, hipersensibilidade e dor, podendo culminar com a

perda da fun¢do (Figura 1).

Figura 1 — Fases da reacdo inflamatoria

Lesdao de um tecido por agentes fisicos, quimicos ou microrganismos patogénicos

Vasodilatagao Aumento da Quimiotaxia  Resposta sistémica
permeabilidade

dos capilares

: Migragdo de Febre e
do fluxo Libertacao leucocitos para proliferagao
sanguineo de fluido azona lesada de leucécitos

Calor Rubor Edema Dor

Fonte: http://www.getlinkyoutube.com/watch?v=SmmzDyrL-Ng. Acesso em: 04 mai. 2016.

Durante esse processo as células do tecido lesado liberam enzimas como a calicreina

para o meio extracelular que degradam &cidos graxos de cadeia longa e atuam sobre os
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cininogénios, originando as cininas — bradicinina (BK), calidina e Met-Lys-bradicinina. As
cininas sdo oligopeptideos presentes no plasma e/ou liquido intersticial, envolvidas numa
série de eventos biologicos, incluindo vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
modulacdo da dor, contragdo/relaxamento da musculatura lisa e efeitos na proliferacao celular
(DUNDER, 2009; FANTONI, 2011).

Uma vez formada, a BK provoca intensa dilatagdo arteriolar e aumento da
permeabilidade capilar, contribuindo para a propagagdo da reacdo inflamatéria. A BK
associada a outras citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF), a interleucina-1 (IL-1) e
a interleucina-8 (IL-8), iniciam acentuadamente o ciclo da dor inflamatoria (CHOPADE;
MULLA, 2010).

A IL-1 promove a ativagdo da enzima COX, responsavel pela producdo de PGs,
prostaciclinas (PGI) e tromboxanos (TXs), enquanto a IL-8 atua na liberagdo local de aminas
simpatomiméticas. Em virtude do acumulo local de PGs, TXs ¢ demais mediadores quimicos,
ocorre a indu¢do de nociceptores sensitivos primdrios (NSP), aumentando sua sensibilizagdo
pela reducdo do limiar de ativacdo desses nociceptores e pela facilitagdo da condugdo
neuronal ao tornar funcionais uma familia de canais de sddio, conhecidas como tetrodoxina-
resistentes (TTX-r) (CASTRO, 2011). Segundo Basbaum e Julius (2006), esses canais sdo
especificos dos neurdnios nociceptivos inflamatorios.

A vasodilatacdo caracteristica da inflamagdo aguda ¢ mediada pelo 6xido nitrico (NO)
e por prostaglandinas vasodilatadoras (PGE2 e PGI2). Os leucocitos ativados produzem 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) apds exposi¢cao a produtos de origem microbiana e citocinas
pro-inflamatorias (CHIU et al., 2011).

O edema ocorre em funcdo do extravasamento de proteinas, eletrolitos e agua,
conhecido como exsudato, do leito vascular para o intersticio pela agdo de mediadores como a
histamina, BK, leucotrienos (LTs), substancia P (SP), componentes do sistema complemento
e fator de ativacdo plaquetaria (PAF), possibilitando um aumento da permeabilidade vascular
ao plasma e proteinas (MOTA, 2013).

No decorrer do processo, leucocitos circulantes (especialmente neutrdfilos e
monocitos) migram significativamente para o tecido inflamado. A migra¢do de eosindfilos
também pode ocorrer em processos inflamatorios associados a reagdes alérgicas e infecgdes
parasitarias. Outras células envolvidas, como cé€lulas endoteliais, células mesoteliais,
mastocitos, macrofagos e alguns linfocitos ja estdo presentes no tecido afetado

(FRANCISCHETTI et al., 2010). Na figura 2 é possivel ter uma visdo geral da inflamagao.
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Figura 2 — Visdo geral da inflamagao
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Fonte: http://enfermagemparaamar.blogspot.com.br/2013/05/mecanismo-da-inflamacao.html. Acesso em: 04
mai. 2016.

Normalmente, quando o processo reparatorio se completa, os sinais de inflamagao
desaparecem. No entanto, apesar de extremamente necessario, esse processo poderd em
determinadas situagdes levar a uma lesdo tecidual exacerbada e persistente, sem beneficio
aparente ¢ resultando em diversas desordens como as doengas reumaticas, asma, diabetes,
doenga de Alzheimer e aterosclerose (CASTRO, 2011; MOTA, 2013). De acordo com a
persisténcia da lesdo, os sintomas clinicos e a natureza da resposta imune, a inflamacdo

divide-se em padrdes agudo e cronico.
3.1.1 Inflamagao aguda

O processo inflamatorio agudo apresenta como principais caracteristicas o acimulo de
liquidos e componentes do plasma no tecido afetado, estimulacdo intravascular de plaquetas e
a migracdo de leucocitos polimorfonucleares (PMN) do espaco intraluminal até o tecido
extravascular (AVILA, 2010).

A inflamagdo aguda pode durar minutos, horas ou dias, independente da natureza do
agente agressor, apresentando resposta semelhante a estimulos distintos. Na primeira fase (0-1
hora), verifica-se a liberagdo de histamina e serotonina; na segunda e Gltima fase (5-6 horas
apos a lesdo), conhecida como fase tardia, ocorre liberacdo de BK e PGs, havendo actimulo de

células inflamatorias no local da lesdo com migragdo leucocitaria e formagdo de exsudato,
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finalizando assim que o estimulo causador da injuria for removido e a liberagdo de

mediadores envolvidos nesse processo seja inibida (ZHANG, 2008).
3.1.2 Inflamacéo crénica

A resposta inflamatoria cronica, por sua vez, ¢ caracterizada pelo acentuado aumento
na produ¢do de mediadores inflamatorios quando hd um estimulo agressor persistente,
ocasionando destruigdo continua dos tecidos e tentativas de cicatrizagdo por reparo fibroso
além de respostas auto-imunes. Esse processo perdura por um periodo indeterminado
(ZHANG; CAO; ZHANG, 2009).

Ap6s a injuria, os mediadores do processo inflamatorio sdo produzidos e liberados no
local onde se deflagrou o processo. Os macréfagos realizam a sinalizagdo do local onde ha
material estranho ou lesdo através destes mediadores, que irdo atrair as células circulantes
(leucocitos PMN, macrofagos, eosindfilos, linfocitos) as quais apresentam um papel
amplificador no processo inflamatorio. Os macrofagos ativados secretam varios mediadores
da inflamacdo, os quais, se ndo controlados, podem levar a destruicdo tecidual e fibrose

caracteristicas desse tipo de inflamacdao (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

3.1.3 Mediadores envolvidos no processo inflamatério

Diversas moléculas estdo envolvidas na promocdo e na resolugdo do processo
inflamatorio (Figura 3), podendo ser de origem tissular, como as aminas vasoativas,
eicosanoides, citocinas, NO, PAF, e neuropeptideos; ou de origem plasmatica, como os

sistemas de coagulagdo, do complemento, das cininas e fibrinolitico (CRUVINEL et al.,
2010).
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Figura 3 — Mediadores quimicos da inflamagao
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Fonte: http:/pt.slideshare.net/raytostes/aula-de-inflamacao. Acesso em: 04 mai. 2016.

3.1.3.1 Mediadores inflamatérios derivados do acido araquidénico

A agdo da fosfolipase A (PLA>) na membrana celular, através de estimulos quimicos,
inflamatorios, traumaticos ou mitogénicos, provoca a liberagdo de acido araquidonico (AA),
um dos trés dacidos graxos essenciais, incorporado como ¢éster de fosfo lipideo nas
membranas celulares, inclusive de mastocitos e outras células inflamatorias (eosinofilos e
macrofagos) (AVILA, 2010).

O AA possui um papel fundamental na inflamagdo, uma vez que ¢ metabolizado por
trés sistemas enzimaticos principais: a COX, obtendo-se as PGs, PGI e TXs; a lipoxigenage
(15-LOX e 5-LOX), produzindo LTs e lipoxinas; e o citocromo P450, de cuja atuagdo obtém-
se os denominados produtos da via da epoxigenase (DUNDER, 2009; FANTONI, 2011). Os
produtos do metabolismo do AA sdo conhecidos como eicosanoides, possuem elevada
poténcia e amplo espectro de atividades biologicas, desempenhando importante fungdo na
inducdo e na facilitacdo de patologias, principalmente as doengas inflamatérias. Dessa forma,
a supressdo de suas agdes tem sido um alvo significativo para o desenvolvimento de fairmacos
anti-inflamatorios (CASTRO, 2011).

A enzima COX, também conhecida como prostaglandina H sintase (PGHS), ¢

composta por trés isoformas: a COX-1, a COX-2 e a COX-3. Essas enzimas desempenham no
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organismo diferentes funcdes fisiologicas. Embora apresentem semelhanga em sua estrutura
protéica, sdo codificadas por genes diferentes. A COX-1 e a COX-2 tém cerca de 60% de
homologia genética. O sitio ativo da COX-2 ¢ mais largo em aproximadamente 27%, devido a
presenca de uma pequena molécula de valina (Val) na posi¢do 523 da cadeia protéica, ao
contrario da COX-1 que apresenta nessa posicao uma molécula de isoleucina (Ile) (Figura 4);
isso torna o sitio de ligagdo da COX-2 mais acessivel, podendo acomodar moléculas com
cadeias laterais mais volumosas (CARVALHO, 2011).

Figura 4 — Enzimas cicloxigenases 1 e 2, diferenciadas pelos aminoacidos isoleucina e valina,

respectivamente

Fonte: Goodman e Gilman (2015)

A COX-1 ¢ considerada a forma constitutiva predominante e estd expressa em todo o
organismo, exceto nos eritrocitos. E fonte de PGs para fungdes de manutengdo, como a
citoprotecdo epitelial gastrica, agregacdo plaquetaria, homeostase vascular ¢ conservagdo do
fluxo sanguineo renal (ZHANG; CAO; ZHANG, 2009). Em contrapartida, a COX-2 ¢
induzida por citocinas, estresse de cisalhamento e estimulantes tumorais, sendo expressa em
resposta ao estimulo inflamatorio e possivelmente ao cancer. Essa isoforma estd presente em
diferentes tecidos como: utero, cartilagens, ossos, rins, ovdrio e endotélio vascular. No
sistema nervoso central (SNC) auxilia na neurotransmissao e na consolida¢do da memoria. No
tecido renal colabora para a manutencao dos niveis de reabsor¢ao de sodio e de agua. No
sistema vascular, por sua vez, assegura a producdo de PGIs que produzem -efeitos
vasodilatadores e evitam a agregacdo plaquetaria (LINO, 2011; GOODMAN; GILMAN,
2015). E importante ressaltar que ambas as enzimas contribuem para a homeostase ¢ podem
contribuir também para a producdo das PGs que sdo mediadores da dor e do processo

inflamatorio.
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A COX-3 ¢ considerada uma variante da COX-1, sendo expressa no cortex cerebral,
no coragdo, no endotélio vascular, nos rins e nos tecidos neuronais (KAM; SO, 2009). A sua
funcdo ainda ¢ pouco conhecida, contudo, acredita-se que esta isoforma ndo produza
prostanoides pro-inflamatorios, mas sim substancias anti-inflamatorias, o que poderia explicar
os periodos de remissdo visto em casos de doencas inflamatdrias crOnicas, como a artrite
reumatoide (KUMMER; COELHO, 2002).

Essa enzima ¢ seletivamente inibida por drogas analgésicas e antipiréticas, como
paracetamol e dipirona. Essa inibicdo pode representar um mecanismo primario central pelo
qual essas drogas diminuem a dor e possivelmente a febre. A relevancia dessa isoforma ainda
ndo estd clara. Pesquisas recentes indicam que o paracetamol inibe a sintese de PGs nas
células que tém uma baixa taxa de sintese e baixos niveis de perdxido, inibindo também
outras isoformas. Quando os niveis de AA sdo baixos, o paracetamol parece ser um
inibidor seletivo da COX-2. Apresenta efeitos predominantes sobre o SNC, porque o
peroxido e os niveis de AA no cérebro sdo mais baixos do que em locais periféricos de
inflamagao (KAM; SO, 2009; KLOPCIC et al., 2015).

A sintese de PGs (Figura 5) tem inicio com a atividade da COX catalisando a adi¢ao
do oxigénio molecular ao AA, formando a prostaglandina G, (PGG;). A mesma enzima,
catalisa a reducdo desta prostaglandina para formar a PGH,. A PGG, e a PGH, sdo
substratos para a formagdo de diferentes PGs ¢ TXs ativos, como PGD,, PGE,, PGF,,,
prostaciclina (PGI,) e tromboxano A, (TXA;), de acordo com a presenca de sintases
especificas (AVILA, 2010). Essas PGs exercem sua acdes ligando-se a uma familia de
receptores, localizados nas membranas celulares, acoplados a proteina G e a outros receptores.
A ativacdo da proteina G resulta na estimulagdo de sistemas efetores responsdveis pela
liberacdo de segundos mensageiros em diversos tecidos, desencadeando processos
fisiologicos ou patologicos (CARVALHO, 2011; LINO, 2011).
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Figura 5 — Representagdo esquematica da biossintese de prostaglandinas e tromboxanos a

partir do metabolismo do acido araquidonico via COX-1/COX-2

Fosfolipidios de membrana

Lesdo tecidual | Fosfolipase A2 I

Acido araquidénico Inibidores
= = OCH especificos de

—— "= —
COX-2

COX-1
PGH2

[somerases tecido-especificas

| PGI2 I | TXA2 I | PGD2 | | PGE2 I | PGanl

Plaquetas Plaquetas Mastocitos Cérebro Utero

Endotélio Endotélio Cérebro Plaquetas Olhos

Rins Macréfagos Vias aéreas Endotélio Vias aéreas

Rins Rins Musculo
liso vascular

Fonte: http://www.prograd.uff.br/farmacoclinica/sites/default/files/AINES. (Adaptacdo) Acesso em: 06 mai.
2016.

As lipoxigenases (LOXs) sdo enzimas responsaveis pela produgdo de LTs, importantes
mediadores quimicos em diversas condi¢des inflamatorias e alérgicas. Essas enzimas estdo
presentes nos pulmoes, plaquetas, mastocitos e leucocitos, especialmente no citosol. A 5-LOX
¢ a principal enzima deste sistema, atuando sobre o AA e produzindo o é&cido 5-
hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE), um composto quimiotatico para leucocitos,
posteriormente convertido em leucotrieno A4 (LTA4), que pode ser convertido em leucotrieno
B4 (LTBy). Este ultimo ¢é responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular, aderéncia,
quimiotaxia e ativagdo de PMN e monocitos, estimulando também a proliferagdo de
macrofagos e linfocitos e a produgdo de citocinas por estas células (GOMES et al., 2009;
CASTRO, 2011; MOTA, 2013).

A via das LOXs também origina as lipoxinas, especificamente a lipoxina A4 (LXAy), e

B4 (LXB,), com a finalidade de limitar o recrutamento de PMN, quimiotaxia ¢ aderéncia ao



Dissertacao de JNestrado|32

local da inflamac¢do (LEO, 2015). As agdes pro-inflamatorias de inimeras PGs e LTs sdo

reguladas por essas moléculas.
3.1.3.2 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, sdo de grande importancia no processo
inflamatorio uma vez que encontram-se disponiveis em vesiculas no interior de macréfagos,
mastocitos e plaquetas, e sdo responsaveis por alteracdes vasculares como: vasodilatacdo,
aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade vascular e exsudacao plasmatica.
Estdo entre os primeiros mediadores a serem liberados apds o estimulo inflamatério e atuam
sinergicamente com a BK induzindo hiperalgesia térmica, além de participarem dos processos
de nocicepcao em condi¢des inflamatorias e formacdo do edema (CRUVINEL et al., 2010).

A histamina ¢ o principal mediador da inflamacgdo, da anafilaxia e da secrecao acida do
estomago. E expressa em vérias células incluindo neurdnios, células parietais da mucosa
gastrica, mastocitos e basofilos. Também estd envolvida na proliferacdo e diferenciagio
celular, regeneracdo e cicatrizagdo de feridas e na regulagdio do sistema imune
(PASTORINO, 2010). Ja a serotonina ¢ produzida por células enterocromafins do epitélio do
trato gastrointestinal e absorvida pelas plaquetas, sendo ativada pelo PAF. Sua liberagdo ¢
estimulada quando as plaquetas se agregam apds contato com colageno, trombina, difosfato
de adenosina (ADP) e complexo antigeno-anticorpo. Possui agdes semelhantes a da histamina.
(KATZUNG, 2014).

3.1.3.3 Citocinas e quimiocinas

As citocinas representam um grupo de moléculas multifuncionais que modulam a
atividade celular, em especial, no sistema imune. Sao produzidas por diversos tipos de células
no local da lesdo e por células do sistema imunologico através da ativacdo de
proteinoquinases ativadas por mitdogenos. Diferentemente dos hormonios classicos, as
citocinas ndo sdo armazenadas como moléculas preformadas e atuam especialmente por
mecanismos paracrino (em células vizinhas) e autocrino (nas proprias células produtoras). Sua
secregdo ¢ transitoria e estreitamente regulada. Incluem as interleucinas (IL), linfocinas,
interferons (IFN) e o TNF (SOMMER; WHITE, 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

Algumas citocinas sdo pro-inflamatérias (IL-1, IL-2, IL6, IL-7 e TNF), sendo
consideradas mediadores inflamatorios extremamente potentes; enquanto outras suprimem a
inflamagao (IL-4, IL-10, IL-13 e fator transformador de crescimento f — FTCP). Essas

moléculas interligam, amplificam e propagam a resposta imune, recrutando as células para
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areas de inflamacgdo, estimulando sua divisdo, proliferacdo e diferenciacdo. As ILs anti-
inflamatorias inibem a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e reduzem a expressdo da
COX-2, ao passo que as ILs pro-inflamatorias migram e atuam na regido lesionada,
sinalizando a inflamacdo (FRANCISCHETTI et al., 2010).

O TNF-o é um agente quimiotdtico para neutrofilos e mondcitos, estimula a
fagocitose, adesdo ao endotélio e produgdo de superoxido por estas células, além de estimular
a produgdo de outras citocinas pro-inflamatorias. E produzido em resposta a diversos
estimulos extracelulares como outras citocinas, choque térmico, isquemia, luz ultravioleta e
infecgdes microbianas (OLIVEIRA et al., 2011).

As quimiocinas, como a IL-8, sdo quimioatratores para tipos especificos de leucocitos,
controlam seletiva e especificamente a adesdo, quimiotaxia e ativagdo leucocitdria, estando,
por isso, envolvidas na inflamagao, na homeostasia ¢ também no desenvolvimento organico.
Sao produzidas essencialmente por mondcitos e macrofagos, e também por células estruturais,
células endoteliais e fibroblastos (GUERREIRO; SANTOS-COSTA; AZEVEDO-PEREIRA,
2011).

3.1.3.4 Oxido nitrico

O NO endbégeno ¢ produzido a partir da L-arginina por um grupo de enzimas
conhecidas como NO sintases (NOS). Existem pelo menos trés isoformas dessa enzima
caracterizadas sendo duas constitutivas (NOS endotelial (eNOS), NOS neural (nNOS)) e uma
induzivel (iNOS). O 6xido nitrico oriundo da NOS constitutiva ¢ um importante regulador da
homeostase fisica, incluindo os sistemas cardiovascular, imune e nervoso; enquanto a maior
parte de NO produzido pelas iNOS esta intimamente relacionada com a fisiopatologia de
doengas inflamatorias (ZHANG; CAO; ZHANG, 2009; SANSBURY et al., 2012).

Essa molécula ¢ reconhecida como um sinalizador celular endégeno essencial com
potenciais aplicag¢des terap€uticas. A sua importancia na inflamagao esta associada a diversas
fungdes, tais como: a vasodilatagdo em resposta ao estresse de cisalhamento ou varios
agentes vasodilatadores, a inibi¢do da agregacdo e aderéncia plaquetérias e a citotoxicidade
mediada por macrofagos; contribuindo para a instalagdo do processo inflamatorio (MAZZEI,
DOCHERTY; MANUCHA, 2015; BRADLEY; STEINERT, 2016; CAMARGO;
MANUCHA, 2016).
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3.2 Dor

A dor ¢ frequentemente correlacionada a processos penetrantes ou destrutivos dos
tecidos (queimaduras, contorgdes, dilaceragdes, compressdes) e/ou com uma reagdo corporal
ou emocional. Além disso, ¢ uma sensacdo desagradavel, acompanhada de ansiedade e do
desejo de interrompé-la. Tais propriedades demonstram que a dor é uma experiéncia sensorial
e emocional (LONGO, et al., 2013).

Apesar de permitir a consciéncia de que a integridade do organismo esta sendo
ameacada ou que existe alguma disfungdo, a dor pode trazer consequéncias indesejaveis como
sofrimento, estresse, prejuizo nas relagcdes sociais e econdmicas, devendo ser rapida e
efetivamente controlada (FERREIRA et al., 2016).

Num contexto temporal, a dor pode ser classificada como aguda ou cronica. E
considerada aguda a dor resultante de lesdo traumadtica, cirurgica ou infecciosa que surge de
forma repentina e tem duragdo limitada. Possui fungdo fisioldgica atuando como um sinal de
alarme e defesa do organismo e em geral responde bem a terapia analgésica. A dor que
persiste por longos periodos ou que ¢ recorrente apds uma lesdo ou trauma tecidual, mesmo
depois da recuperagdo completa da lesdo, ¢ considerada cronica. Diferente da dor aguda, a dor
cronica ndao tem funcdo protetora, € por manter-se mesmo apos a recuperagao tecidual ¢ de
dificil tratamento (FANTONI, 2011).

Quanto a sua fisiopatologia, a dor pode ser classificada em nociceptiva, quando a sua
origem est4 associada a estimulagdo excessiva de nociceptores presentes na pele, visceras ou
outros 6rgdos; neuropdtica, proveniente de uma lesdo no tecido neuronal da periferia ou do
SNC, podendo envolver um nervo ou grupo de nervos; ¢ psicogé€nica, quando ocorre mesmo
sem que haja lesdo aparente, podendo refletir predominio de fatores psicologicos
(GONCALVES, 2011).

3.2.1 Nocicepcao

O componente sensorial da dor ¢ denominado nocicepgao, noci ¢ uma palavra derivada
do latim nocere, que significa ferir. A nocicep¢ao refere-se a resposta neurofisiologica
promovida pela ativagdo de nociceptores em virtude de um dano tissular. Os nociceptores
representam as terminagdes livres do axonio periférico do Neuronio Aferente Primario
(NAP). Em geral, a dor provocada pela lesio dos tecidos, como queimaduras, incisoes,
abrasdo da pele, inflamagdo articular e lesdo musculoesquelética, ¢ considerada como

nociceptiva (MENDES, 2010).
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Os nociceptores estdo associados as fibras ndo mielinizadas Ad e C e seus corpos
celulares estdo situados no ganglio da raiz dorsal (Figura 6). Essas fibras sdo encontradas nos
nervos que suprem a pele, estruturas somaticas e visceras profundas e sdo capazes de traduzir
um estimulo agressivo de natureza térmica, quimica ou mecanica, em estimulo elétrico que
sera transmitido at¢ o SNC e interpretado no cortex cerebral como dor. As fibras AP sdo
responsaveis pelo envio das demais modalidades somestésicas (LINLEY et al, 2010; SARZI-
PUTTINI et al., 2010).

Figura 6 — Componentes de um nervo cutaneo caracteristico
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Fonte: Longo, et al. (2013)

A sensagdo dolorosa ¢ acompanhada de alteragdes sensoriais manifestadas na forma de
hiperalgesia (aumento da sensibilidade para um estimulo doloroso) e alodinia (aumento da
sensibilidade para um estimulo indcuo, dor ao toque suave). Dessa forma, o tecido inflamado
torna-se mais sensivel a estimulos que em condigdes normais produzem pouca ou nenhuma
dor (FANTONI, 2011).

A sensibilizagdo pode ocorrer perifericamente ou em nivel central. A sensibilizacdo
periférica ocorre no local da injlria, quando sdo aplicados estimulos intensos, repetidos ou
prolongados a tecidos lesados ou inflamados. O pH baixo e diversos mediadores
inflamatorios, como a BK, algumas PGs e LTs contribuem para esse processo ao ativarem a
transducdo de sinais nos nociceptores intracelulares, aumentando a produgdo, transporte e
inser¢do na membrana de canais i0nicos ativados quimicamente e ativados por voltagem.
Essas alteragdes aumentam a excitabilidade dos terminais nociceptores, reduzindo o seu
limiar de ativagdo. Assim, os nociceptores passam a perceber estimulos nocivos com maior
intensidade e estimulos ndo nocivos (tato) como dolorosos (COSTANZO, 2011; WOOLF,
2011).
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A sensibilizagdo central pode ser entendida como uma facilitagdo do SNC a passagem
de estimulos nociceptivos (Figura 7). O trafego aferente continuo desencadeado pela lesdo
provoca a ativacao das vias facilitadoras espinais, amplificando a atividade periférica. Essa
facilitacdo €, provavelmente, a responsavel pelos estados de hiperalgesia (MOFFAT; RAE,
2010).

Figura 7 — Sequéncia de eventos da nocicepgdo estimulada pela lesdo tecidual
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O impulso nociceptivo ¢ modulado pelo sistema nervoso periférico através da
liberacdo de neuropeptideos, além de serotonina, BK, leucotrieno B4 (LTB4) ¢ PGE,; € no
SNC pela liberagdo de neurotransmissores como a dopamina (SOUZA, 2009).

Neuropeptidios sdo neurotransmissores liberados logo ap6s a estimulacdo de
nociceptores presentes nas fibras de NAP, podendo atuar sobre as proprias células nervosas,
regides medulares especificas, ¢ sobre o tecido adjacente. Existem varios peptideos
envolvidos no processo inflamatorio e na dor inflamatoria, dentre eles: a SP, atuando como
um mediador da primeira sinapse da transmissdo dolorosa; e o peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (CGRP), modulando a transmissdo nervosa em nivel de SNC e na inflamagao

periférica (CASTRO, 2011).
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O CGRP, na medula espinhal, atua sobre receptores CGRP1 e CGRP2, onde, apds
uma série de eventos intracelulares, permite a fosforilagdo de receptores AMPA (acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico), que aumenta a excitacdo neuronal,
contribuindo com o estabelecimento da hiperalgesia. Ele facilita a nocicep¢ao por retardar o
metabolismo da SP e, também, aumentar a sua liberacdo e do glutamato (GLU) nas
terminacdes centrais das fibras aferentes primarias (FAP) (OLIVEIRA; ISSY; SAKATA,
2010).

O GLU ¢ um aminodcido livre abundante no SNC, atuando como principal
neurotransmissor excitatorio. Participa consideravelmente no desenvolvimento neural, no
aprendizado, na memoria, na epilepsia, na isquemia neural, na tolerancia ¢ na dependéncia a
drogas, na dor neuropdtica, na ansiedade e na depressio (FEATHERSTONE, 2010; VALLI;
SOBRINHO, 2014).

O NO, assim como algumas PGs, citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e o fator de
crescimento neural promovem a ativagdo e/ou sensibilizacdo do nociceptor, gerando
hiperalgesia (CARVALHO, 2011).

A BK ¢ um peptideo vasoativo derivado do cininogénio que contribui para as
respostas inflamatorias, sendo considerado um composto algiogénico que atua localmente,
causando dor, vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular (GOODMAN; GILMAN,
2015).

De modo geral, durante a ativagdo primaria, a lesdo celular reduz o pH (H") e leva a
liberagdo de potassio (K') e a sintese de PGs e BK. As PGs aumentam a sensibilidade do
terminal a BK e as outras substancias promotoras de dor. Na ativacdo secundaria, os estimulos
gerados se propagam na medula espinal, bem como em outros ramos terminais, induzindo a
liberagdo da SP (Figura 8). Esse peptideo produz vasodilatagio e edema com actmulo
adicional de BK e promove a liberacdo de histamina pelos mastocitos e de serotonina pelas

plaquetas (LONGO, et al., 2013).
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Figura 8 — Dor inflamatoria
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Os AINES sdo os farmacos utilizados como analgésicos periféricos ¢
mostram-se principalmente eficazes no controle da dor associada a inflamagao ou a lesao
tecidual, visto que diminuem a producao das PGs que sensibilizam os nociceptores (RANG
et al., 2012).

3.3 Anti-inflamatorios esteroides e nao esteroides
3.3.1 Anti-inflamatorios esteroides (AJEs)

Os AlEs, também chamados de glicocorticoides, exibem atividade anti-
inflamatoéria € imunosupressora, estando entre os farmacos mais utilizados mundialmente
com eficacia comprovada no tratamento de uma variedade de doencas inflamatorias e
imunoldgicas, incluindo asma, dermatites, artrite reumatoide a alguns casos de cancer (DE
BOSSCHER; BECK; HAEGEMAN, 2010).

Quanto ao mecanismo de agdo (Figura 9), os glicocorticoides ligam-se a receptores
de glicocorticoides (GR) nos tecidos-alvo para regular a expressdo de genes-alvo,
modificando, assim, os niveis ¢ o conjunto de proteinas sintetizadas, de maneira positiva
(transativacdo) ou negativa (transrepressao) (DEJEAN; RICHARD, 2013).

A ligacdo a regido promotora de genes sensiveis aos glicocorticoides leva ao
mecanismo de transativagdo, com transcri¢do de genes que codificam mediadores anti-
inflamatorios. Essa indugdo envolve a formagdo de RNAm especificos, que regulam a
sintese de proteinas especificas, como a lipocortina-1 (ou anexina-1) e P11 (calpactina),

importante na inibicdo da PLA,. Como consequéncia, impedem a formacao das PGs e dos
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LTs; ativacdo de inibidores de proteases de leucocitos e antagonistas do receptor de
IL-1, sendo responsaveis pelos efeitos terapéuticos dos glicocorticoides no controle da
resposta imune inflamatoria, reduzindo o infiltrado inflamatério, restaurando a integridade
do epitélio e do deposito de fibras coldgenas abaixo da membrana basal (DEJEAN;
RICHARD, 2013; ERRANTE et al., 2014).

No mecanismo de transrepressdo, o complexo glicocorticoide-receptor se liga a
moléculas co-ativadoras, promovendo a ativacdo de fatores de transcricdo nuclear
pro- inflamatorios (ERRANTE et al., 2014). Dessa forma, ndo héd expressdo de genes como

os que controlam a sintese da COX-2, citocinas, moléculas de adesdo, dentre outras.

Figura 9 — Mecanismo de agdo dos glicocorticoides
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Fonte: Errante et al. (2014)

Esses farmacos exercem acdes mais amplas que os AINEs sobre o processo
inflamatorio e, atualmente, sdo os firmacos mais potentes utilizados no tratamento da
inflamagdo. Apresentam um amplo espectro de efeitos adversos, associado principalmente
a sua a¢ao metabodlica e a administragdo prolongada ou em altas doses (MOTA, 2013). Em
virtude disso, apesar do uso sistémico ser amplamente empregado em varias especialidades
médicas, em muitos casos a terapia anti-inflamatoria com glicocorticoides ¢ realizada
na forma topica, como inaldveis, pomadas, cremes, colirios, loc¢des, solucdes, géis,
suspensdes. Além disso, os glicocorticoides topicos apresentam alta eficacia mesmo em
baixas doses (DE BOSSCHER; BECK; HAEGEMAN, 2010).

3.3.2 Anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINEs)

Os AINEs, estdo entre os farmacos mais prescritos e utilizados no mundo,
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sendo também responsaveis por aproximadamente um quarto de todas as notificagdes de
reacdes adversas (JOSE, 2014). Sdo reconhecidos pelo seu potencial analgésico e
antipirético e considerados os farmacos de primeira escolha no tratamento da inflamacao
geral, bem como de doencas reumaticas (MATEUS, 2014). Os AINES podem ser
classificados de acordo com a estrutura quimica ou mecanismo de acdo. Na tabela 1

observamos os principais farmacos de acordo com estas classificagoes.

Tabela 1 — Classificagdo dos AINEs de acordo com a estrutura quimica ou mecanismo de

acao
(continua)
Classes Nome Mecanismo
L o Estrutura molecular .
terapéuticas quimico de acao

Acido 3 - Inibidores ndo
Salicilatos acetilsalicilico H3C\”/° seletivos da
(AAS) o COX
OH
HN

. . Inibidores nao
Acido

seletivos da

mefenamico HC
I j COX
H,C

3

Fenamatos

CH,

Hw/go Inibidores no

Derivado do .
. Paracetamol seletivos da
paraminofenol
COX
OH

Inibidores ndo

Indometacina e S seletivos da
COX

Derivados do

acido acético o
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Tabela 1 — Classificagdo dos AINEs de acordo com a estrutura quimica ou mecanismo de

acao
(conclusao)
Classes . Mecanismo
. Nome quimico Estrutura molecular .
terapéuticas de acéo
Nl N
. S = Inibidores ndo
Derivados do o .
o o Piroxicam seletivos da
acido endlico
COX
OH
H,C
Derivados do Inibidores nao
acido Ibuprofeno seletivos da
propionico COX
H,C
CHa
0
IS\
N
i H . Inibidores
0
Sulfonanilida Nimesulida ©/ seletivos da
COX-2
o
F ¥
N/ \ Inibidores
\N
Derivados , CHy altamente
. Celecoxibe )
coxibes seletivos da
COX-2
ey e
I
NH.

Fonte: Goodman e Gilman (2015); https://www.drugbank.ca/ (Adaptacdo). Acesso em 10 jan. 2017
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OS AINES sao um grupo de farmacos estruturalmente diferentes que compartilham
0o mesmo mecanismo de acdo e apresentam diversas propriedades em comum
(VONKEMAN; LAAR, 2010). O principal mecanismo de agdo dos AINEs envolve a
inibicdo da COX, reduzindo a conversio do AA em PGs e TX (Figura 10). A maioria
destes farmacos age de forma reversivel e ndo seletiva sobre as mesmas enzimas

(MONTEIRO et al., 2008).

Figura 10 — Mecanismo de agao geral dos AINEs

Prostaglandina H,

Foslolipidos

Tromboxano
sinletasd

Fonte:  http://www.uff.br/mfl/outras_disciplinas/med_integral infancia adolescente/cox2.htm. (Adaptacdo).
Acesso em 28 nov. 2016

A COX-1 ¢ expressa de maneira significativa nas células epiteliais gastricas, sendo
considerada a principal fonte de PG citoprotetora, associada a produgdo de muco e inibi¢do
da secrecdo dcida gastrica (CARVALHO, 2013). Nas plaquetas, estd associada a
sintese do tromboxano A,, mediador que favorece a agregacdo e adesdo plaquetaria.
Portanto, os farmacos que atuam na inibicdo dessa isoforma provocam diversos
distarbios no trato digestivo e podem estar relacionados ao risco de sangramento cutaneo
e gastrointestinal (GI) (GRASSI; ARAUJO, 2012). Sdo esses eventos gastricos adversos
que comprometem o tratamento com os AINEs, o que justifica o desenvolvimento de
farmacos especificos para a COX-2.

Dessa forma, foram desenvolvidos inibidores seletivos de COX-2 com o objetivo
de promover eficacia semelhante aos AINEs com melhor tolerdncia GI. Seis farmacos
foram inicialmente aprovados para uso nos Estados Unidos: celecoxibe, rofecoxibe,

valdecoxibe, parecoxibe, etoricoxibe e lumiracoxibe. A maioria desses inibidores da COX-
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2 especialmente langcados para esse fim, foi gravemente restringida em seu uso ou retirada
do mercado, em virtude da gravidade de seus efeitos adversos. Atualmente, o celecoxibe ¢
o unico farmaco desse tipo licenciado para uso nos Estados Unidos (GOODMAN;
GILMAN, 2015).

3.4 Agentes antimicrobianos e resisténcia microbiana

O desenvolvimento de farmacos visando a prevengdo e a cura de infecgdes
microbianas foi uma das maiores contribuicdes a longevidade e a qualidade de vida
do homem. Atualmente, varios estudos estdo sendo conduzidos para a descoberta de
novos agentes antimicrobianos provenientes de plantas ou obtidos a partir de compostos
quimicos sintéticos, visando o desenvolvimento de farmacos eficazes contra a resisténcia
dos microrganismos patogénicos, porém, com menor toxicidade e menor impacto
ambiental.

Os antimicrobianos estdo entre os farmacos mais utilizados no mundo, no entanto,
estdo também entre os fidrmacos mais utilizados de forma incorreta. Seu uso
indiscriminado eleva os custos de assisténcia médica, promove um excesso de efeitos
colaterais e interagdes medicamentosas e ainda favorece o desenvolvimento de
resisténcia microbiana, tornando inuteis farmacos que até entdo eram considerados
valiosos (LONGO, et al., 2013).

Em alguns paises, antimicrobianos sdo utilizados sem prescricdo médica em até
dois tercos das situagdes. Mesmo quando formalmente prescritos, sua indicagdo pode ser
desnecessaria em até 50% dos casos. Embora sejam universalmente reconhecidos pela sua
auséncia de atividade antiviral, 80% dos pacientes com diagnostico de infecgdo viral das
vias respiratorias sdo tratados com terapia antimicrobiana. Além disso, o emprego
ambulatorial de antimicrobianos concentra 80% do consumo humano, assim, a promocao
do seu uso racional neste contexto ¢ fundamental, uma vez que infecgdes causadas por
bactérias comunitarias resistentes sdo de dificil tratamento e estdo associadas a maior
morbidade (MACGOWAN, 2008; COSTELLOE, 2010; OLIVEIRA; MUNARETTO,
2010).

A esséncia da terapia antimicrobiana ¢ a inibicdo seletiva do crescimento do
microrganismo sem causar danos ao hospedeiro. Isto é obtido explorando-se as
diferencas entre o metabolismo e estrutura do microrganismo e as caracteristicas

correspondentes das células humanas (LEVINSON; JAWETZ, 2010).
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Além da acdo seletiva, um antimicrobiano ideal deve ser eficaz por via oral
e parenteral, capaz de atingir o sitio de infec¢do, ndo produzir graves efeitos adversos e
nao induzir resisténcia do microrganismo. Contudo, ¢ dificil encontrar um
antimicrobiano ideal, de modo que, o fAirmaco de escolha é o que se adapta a realidade,
levando em consideracdo as condi¢des gerais do paciente, tratando-se do firmaco mais
ativo, menos toxico, de menor custo ¢ que seja capaz de atingir o local da infecgdo
(SILVA, 2015a).

Atualmente, todas as classes de antibioticos estdo associadas ao desenvolvimento
de resisténcia significativa em virtude da evolucdo e de praticas clinicas/ambientais. Diz-se
que uma bactéria € resistente a um determinado antibidtico quando a mesma ¢ capaz de
crescer /n vitro em presencga da concentracgdo inibitoria que este farmaco atinge no sangue.
Denomina-se resisténcia simples quando o microrganismo ¢ resistente a um s6 farmaco;
resisténcia multipla quando € resistente simultaneamente a dois ou mais farmacos. Diz-se
resisténcia cruzada quando o mecanismo bioquimico de resisténcia a um farmaco ¢ o
mesmo para outros (TAVARES, 2009).

O desenvolvimento da resisténcia pode acontecer em fungao de diversos fatores,
tais como: acesso reduzido do farmaco ao patdogeno, aumento da eliminacdo do
farmaco por bombas de efluxo, liberacdo de enzimas microbianas que destroem o farmaco,
alteragdes das proteinas microbianas que transformam os pro-fairmacos em moléculas
ativas, alteragdes de proteinas-alvos, desenvolvimento de vias metabolicas alternativas as
que foram suprimidas pelo farmaco; pode-se incluir ainda a aquisicdo de elementos
genéticos que codificam o mecanismo resistente, as mutagdes que ocorrem em
decorréncia da pressdao exercida pelos antimicrobianos, ou a indugdo constitutiva
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

A terapia antimicrobiana com firmacos convencionais ¢ efetiva no tratamento das
infecgdes causadas por microrganismos, no entanto, a crescente descoberta de novos
mecanismos de resisténcia microbiana, exige a continua busca por novas
solugdes (OSTROSKY, 2009). De acordo com Santos (2012), a busca por farmacos com
mecanismos de acdo inéditos constitui uma trajetoria importante para o sucesso da
quimioterapia antibacteriana e antifungica. Assim, a investigacdo da potencialidade
antimicrobiana de produtos vegetais € compostos quimicos sintéticos estd em constante

expansao.
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3.5 Compostos quimicos sintéticos como fonte de novos farmacos

A Quimica Medicinal ¢ responsavel, entre outras atribuigdes, pela descoberta e
desenvolvimento de novas substdncias quimicas bioativas; sintese ou modificacdo
molecular; extragdo, isolamento, identificagdo ¢ elucidagdo estrutural de principios ativos
oriundos de plantas, animais ou minerais; compreensdo, a nivel molecular, de processos
bioquimicos, toxicoldgicos e farmacocinéticos e a criagdo de relagcdes entre estrutura
quimica e atividade farmacologica (COSTA, 2015).

A pesquisa por novos firmacos que possam ser empregados como alternativos
aqueles ja consolidados no mercado caracteriza-se por sua complexidade, diante dos
multiplos fatores que envolvem o planejamento molecular de novas estruturas com
potenciais efeitos farmacologicos, biodisponibilidade adequada ao seu emprego
terapéutico, seguranca e conforto (BARREIRO, 2002). Neste contexto, a busca por novos
esqueletos carbonicos com estruturas privilegiadas tem sido uma das principais ferramentas
da quimica medicinal.

Moléculas contendo a funcdo hidrazona vém sendo amplamente estudadas
com o intuito de desenvolver novos e eficientes firmacos para as mais variadas
enfermidades. As hidrazonas, descobertas em 1883 por Emil Fischer, sdo bases de Schiff
pertencentes a uma classe de compostos caracterizada por conter o esqueleto R{R,C=N-
NR;Ry4 (Figura 11) (CAXEIRO, 2007; PARRILHA, 2012). Esses compostos podem ser
obtidos pela reagdo entre aldeidos ou cetonas com hidrazina apresentando aplicacdes

quimicas e farmacologicas (COSTA, 2015).

Figura 11 — Esqueleto hidrazonico
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Fonte: Santos (2012)

Em geral, uma rea¢do de condensac¢do entre um aldeido ou uma cetona com uma
hidrazina produz uma hidrazona, conforme esquema 1 (MARCH, 1992). Quando
essa hidrazina ¢ uma N-acilidrazina (ou hidrazida), o produto ¢ considerado uma N-
acilhidrazona, de acordo com o esquema 2 (SUGIURA; KOBAY ASHI, 2005).
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Esquema 1. Reacao geral de formagao de uma hidrazona.

R,C=0O + H,NNHR' R,C=NNHR' + H,O

Esquema 2. Reacao geral de formagao de uma N-acilhidrazona.

R,C=0 + H,NNHC(O)R' R,C=NNHC(O)R' + H,0

A funcionalidade N-acilhidrazona (Figura 12) consiste no grupo farmacoforico
de inGmeras substdncias, induzindo as atividades analgésica, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antiparasitaria, anti-trombotica, antituberculose, antitumoral e outras
(LIMA et al., 2000; ALMEIDA et al., 2002; ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007). Segundo
Reddy et al. (2010), sua estrutura quimica apresenta uma gama de propriedades
farmacologicas, podendo ser empregadas como modelos para o planejamento de candidatos

a novos farmacos.

Figura 12 — Estrutura basica da fun¢do N-acilhidrazona.

Fonte: Mota (2013)

Diante da necessidade de novos firmacos para o tratamento das mais variadas
enfermidades, os derivados acilhidrazonicos surgem como provaveis moléculas para o
desenvolvimento de novos e eficientes farmacos. Exemplos de moléculas
conhecidas comercialmente sdo a nifuroxazida (Figura 13), principio ativo de um
medicamento indicado como antisséptico intestinal e a isoniazida (Figura 14), ativa
contra todas as formas de tuberculose pulmonar (ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007;
RAITZ, 2012). Seus derivados de hidrazona estdo em estudo e testes /in vivo sdo

considerados promissores.

Figura 13 — Estrutura da nifuroxazida
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Fonte: Rollas; Kiigiikgiizel (2007)
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Figura 14 — Estrutura da isoniazida

Fonte: Raitz (2012)

3.6 Propriedades bioldgicas das acilhidrazonas

Os derivados acilhidrazonicos destacam-se como uma importante classe de compostos
quimicos sintéticos por suas diversas propriedades biologicas (SILVA, 2015b). De acordo
com Reis et al. (2011) substancias que contém em suas estruturas uma por¢ao hidrazona tém
sido relatadas na literatura como inibidoras da COX e 5-LOX, apresentando, portanto,
pronunciadas atividades analgésica e anti-inflamatoria.

Silva et al. (2010) demonstraram a atividade analgésica de derivados N-
acilhidrazonicos empregando o modelo de contor¢do abdominal induzida por acido acético
em camundongos. Alguns dos compostos mostraram-se significativamente mais ativos do que
os farmacos celecoxibe, indometacina, talidomida; utilizados como padrdo para o teste.

Silva et al. (2014) demonstraram o potencial anti-inflamatorio de uma série de N-
acilhidrazonas, a exemplo do composto observado na figura 15. Os compostos nao

demonstraram toxicidade renal ou hepatica nem atividade imunosupressora.

Figura 15 — Derivado acilhidrazonico com atividade anti-inflamatoria
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Fonte: Silva, et al. (2014)

No estudo de Rollas e Kiiglikglizel (2007) foi verificado que o potencial
antimicrobiano de um conjunto de hidrazonas derivadas do acido 4-fluorbenzdico hidrazida.
Essas substancias inibiram o crescimento das bactérias Staphylococcus aureus, apresentando
valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) na mesma faixa observada para o agente

antibacteriano ceftriaxona.
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Govindasami et al. (2011) estudaram a atividade antimicrobiana de derivados
acilhidrazonicos, a exemplo do composto observado na figura 16, frente a uma cepa de
Pseudomonas aeruginosa e S. aureus, onde estes compostos apresentaram inibi¢ao de até 12
mm/halo.

Figura 16 — Derivado acilhidrazonico com atividade antibacteriana
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Fonte: Govindasami, et al. (2011)

Cachiba et al. (2012) avaliaram a sensibilidade bacteriana e fingica de cinco derivados
N-acilhidrazonicos pelo método de microdiluicdo seriada frente a seis microrganismos
patogénicos (fungos Candida albicans, C. krusei e C. tropicalis, bactérias S. aureus,
Escherichia coli e P. aeruginosa), com destaque para a atividade antifingica de um dos
derivados contra C. krusel, ndo responsiva ao antifungico fluconazol e responsavel por
infecgOes significativas especialmente em pacientes imunocomprometidos.

A atividade antifingica também ja foi constatada em outro estudo para derivados
acilhidrazonicos frente a diferentes espécies do género Candida sp., como o
composto observado na figura 17 (MALIK; AL- THABAITI; MALIK, 2012).

Figura 17 — Derivado acilhidrazonico com atividade antifiungica
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Fonte: Malik; Al-Thabaiti; Malik (2012)

Uma série de N-acilhidrazonas demonstraram agdo inibitoria do crescimento /n vitro
de formas epimastigotas do protozodrio Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenca de
Chagas, no estudo de Romeiro et al. (2009).

Inam et al. (2014), por sua vez, avaliou as propriedades antimaldrica e amebicida de
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diversos compostos derivados N-acilhidrazonicos, como o composto observado na figura
18 contra trofozoitos de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina e Entamoeba
histolytica. Os agentes antimalaricos e amebicidas mais potentes e seletivos identificados
no estudo inibiram, respectivamente, o crescimento plasmodial, assim como o ciclo de vida do
parasita e apresentaram maior poténcia amebicida do que o metronidazol, tratamento de

escolha, exibindo também menor citotoxicidade.

Figura 18 — Derivado acilhidrazonico com atividade antiparasitaria

Cl

Fonte: Inam et al. (2014)

Rogolino et al. (2015) realizaram estudos /n vitro para avaliagao da atividade antiviral
de compostos N-acilhidrazonicos, como o composto observado na figura 19, em culturas de
células utilizando uma ampla variedade de virus, incluindo o virus da herpes, vaccinia, virus
da gripe humana e o virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 e tipo 2 (HIV-1 e HIV-2).

Os autores relataram atividade promissora contra o virus da herpes simples e o virus vaccinia.
Figura 19 — Derivado acilhidrazonico com atividade antiviral
OCH;

OH

OH

Fonte: Rogolino et al. (2015)

Além das propriedades biologicas ja mencionadas, podem ser citadas, estes derivados
apresentam também as atividades tripanocida (CARVALHO et al., 2014), leishmanicida
(HERNANDEZ et al., 2013), antimicobacteriana (LANNES, 2010), antitromboética
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(SATHLER et al, 2014), hipoglicemica (FREDERICO et al., 2012), hipolipidémica
(MARQUES et al., 2015) e antiproliferativa de células tumorais (CONGIU; ONNIS, 2013).
Os derivados acilhidrazonicos se mostram como uma classe de compostos quimicos
sintéticos com propriedades biologicas promissoras. Algumas destas substancias ja se
encontram em uso na terapéutica e outras surgem como provaveis lideres para o

desenvolvimento de novos e eficazes farmacos contra as mais variadas enfermidades.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa por novos firmacos tem motivado a realizacdo de estudos através de
ensaios experimentais a fim de fornecer evidéncias cientificas da eficicia de diversas
substancias, comprovando a sua acdo e validando o seu uso. Além de estabelecerem um
campo abundante de conhecimentos cientificos, os estudos direcionados a atividade biologica
podem contribuir notavelmente para o aprimoramento da medicina.

A funcionalidade N-acilhidrazona tem sido relatada como o grupo farmacoforico de
compostos com uma ampla variedade de propriedades biologicas, incluindo a anti-
inflamatoria, analgésica e antimicrobiana (GOVINDASAMI et al.,, 2011; MALIK; AL-
THABAITI; MALIK, 2012; SILVA et al., 2014).

Considerando os danos gastrointestinais e a nefrotoxicidade associada ao uso
prolongado dos AINEs, torna-se obrigatério o desenvolvimento de novos agentes analgésicos
e anti-inflamatorios (I—HERNANDEZ et al., 2013). Além disso, o decréscimo constante
observado no nimero total de novos antimicrobianos aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA); demonstra a necessidade de farmacos que atuem por mecanismos de
acio inéditos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Com o intuito de investigar novos agentes mais seguros € potentes para o tratamento
de doengas inflamatorias e infecciosas, este estudo propds-se a avaliar derivados N-
acilhidrazonicos em modelos animais de dor e inflamag@o, bem como avaliar o potencial

antimicrobiano /n vitro sobre microrganismos clinicamente importantes.
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2 MATERIAIS

2.1 Obtencao dos compostos N-acilhidrazénicos acridinicos substituidos

Os  compostos  N-acilhidrazonicos  N’-2-ciano-(4-(metilsulfonil-benzilideno)-
acetohidrazida (JR04), N'-benzylidene-2-cyanoacetohydrazide (JR09) e N’-(1H-indol-
3yl)metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR19) foram sintetizados e cedidos pelo Laboratério de
Sintese e Vetorizacdo Molecular (LSVM) ligado a UEPB, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Ricardo Olimpio de Moura, de acordo com as técnicas desenvolvidas e padronizadas por este
laboratorio. As metodologias referentes a obtengdo desses compostos encontram-se descritos

no Trabalho de Conclusdo de Curso de Moura (2016).

2.2 Substancias

» Agua destilada;

= Solucao salina estéril (NaCl 0,9%);

» Resazurina (Sigma Aldricht®, USA);

= Indometacina (Sigma Aldricht®, USA);

» Carragenina (Sigma Aldricht®, USA);

# Formalina;

# Heparina sodica 5.000 Ul/ml (Cristalia®);

= Cloridrato de quetamina (Vetbrands®);

# Cloridrato de xilazina (Vetbrands®);

= Meios de cultura para bactérias: Blood Agar Base (BAB), Agar Manitol Salgado
(AMS), Agar Mueller-Hinton (AMH), Caldo Brain Heart Infusion (BHI) e Caldo
Mueller-Hinton (CMH), todos de marca Difco®.

= Meios de cultura para leveduras: Agar Sabouraud Dextrose — ASD (Difco), Caldo
Sabouraud — CS (Difco®).

2.3 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) adultos, machos e
fémeas, pesando entre 25 e 35g. Os animais foram mantidos em gaiolas plésticas sob

temperatura ¢ umidade ambiente, ciclo claro-escuro de 12 horas e comida e agua ad /ibitum.
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2.4 Linhagens microbianas

As linhagens selecionadas foram: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC
76645, Candida tropicalis ATCC 13803 e Candida crusei ATCC 40147. Essas
linhagens foram estocadas e mantidas em meios de culturas apropriados, de acordo com as

recomendacdes do fornecedor.
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3 METODOS

3.1 Local da pesquisa

Os testes farmacologicos foram realizados no Laboratorio de Ensaios Farmacologicos
e as atividades antimicrobianas no Laboratorio de Pesquisa Antimicrobiana, ambos na

Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), em Campina Grande — PB.

3.2 Procedimentos éticos

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA) do Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED), sob o n°
5905022016 (Anexo 1) e conduzidos de acordo com as diretrizes éticas propostas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

3.3 Caracterizagao dos compostos N-acilhidrazonicos acridinicos substituidos
3.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas e elucidacdo estrutural

Apo6s a sintese dos compostos foi realizada a caracterizagdo fisico-quimica dos
mesmos sendo avaliado: solubilidade (por meio de solventes como cloroférmio e acetato de
etila destilado), aparéncia, célculo de fator de retencdo (Rf) — por meio de cromatografia de
camada delgada analitica (CCDA), faixa de fusdo (F.F) — através do aparelho Quimis Modelo
Q-340M, rendimento (%), peso molecular (P.M), formula molecular ¢ coeficiente de particao
teorico (log P) através do programa ChemDraw Ultra 12.0. E por tltimo, todos os compostos
tiveram suas estruturas elucidadas através de espectroscopia de Ressondncia Magnética
Nuclear de Hidrogénio ¢ de Carbono (RMN de 'H ¢ RMN de *C DEPT-Q) através do
aparelho Brucker Avance Spectrometer (AC-400 ou AC-500). (500 MHz para 'H e 125 MHz

para °C). Os espectros de IV foram obtidos através da leitura dos discos de
KBr+compostos em Espectrofotometro de FTIR, IRPrestige-21, da Shimadzu®, com os

dados tratados com auxilio do software Origin 8.0.

3.3.2 Andlise termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas foram obtidas utilizando-se um analisador simultaneo
TG/DTA/DSC, modelo STD Q600 (TA Instruments), utilizando-se cadinho de alumina
contendo amostras de 5,00 £ 0,05 mg, em atmosfera de nitrogénio, sob um fluxo 50 mL

min "', em temperaturas de 25 a 900°C, vazdo de aquecimento de 10°C min™".
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3.4 Preparo da diluicao das substancias em estudo

Para a realizacdo dos testes farmacologicos todas as moléculas foram dissolvidas em
solugdo salina e administradas sempre por via oral (gavagem).

Para a realizagdo dos testes de atividade antimicrobiana, as substancias foram diluidas,
inicialmente, em tubo estéril, de forma a obter uma concentragao de 2000 pg/mL.:

= Pesou-se 0,02 g da substancia em estudo;

» Solubilizou-se em 10 mL de solugdo salina estéril;

*« Em seguida, a mistura foi colocada em banho de ultrassom a 26°C por 5 minutos.

3.5 Avaliacao do potencial anti-inflamatorio
3.5.1 Peritonite induzida por carragenina

A fim de realizar um screening da atividade anti-inflamatoéria, camundongos (grupo
n=5) em jejum prévio de 6 horas, foram tratados por via oral com veiculo (salina, 10 mL/kg) e
os compostos em estudo, JR0O4 (10 e 20 mg/kg), JRO9 (20 mg/kg), e JR19 (10 e 20
mg/kg). Apos 30 minutos, foi injetada 0,25mL de carragenina a 1% na cavidade
intraperitoneal. Quatro horas ap6s a indugdo da inflamacdo, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e injetou-se 2 mL de solucdo tampao fosfato (PBS pH 7.2) na
cavidade intraperitoneal. O abdomen do animal foi levemente massageado e, através de
incisdo foram coletados os fluidos peritoneais para realizar a contagem de leucocitos totais
em camara de Neubauer, sob microscopia optica (Figura 20). Foram expressos como
resultados, as médias dos niimeros de leucocitos totais/mm? de cada grupo experimental
e a percentagem de inibicdo da migracdo de leucocitos comparativamente ao grupo

experimental controle.

Figura 20 — Representacdo esquematica do modelo de peritonite induzida por carragenina

Apds 30 minutos Apos 4 horas
Tratamento Inducido da inflamagdo _ Coleta dos fluidos
(Gavagem) peritoneais para a contagem

(Inje¢do de carragenina 1%) de leucocitos totais
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3.5.2 Bolsao de ar subcutaneo

A indugdo de uma bolsa de ar no dorso de camundongos (grupo n=6) foi feita
através da inje¢do de ar estéril. No primeiro dia injetou-se 2,5 mL de ar estéril no dorso do
animal, em jejum prévio de 4 horas, repetindo-se o procedimento apds 72 horas. No
sétimo dia do ensaio os animais (jejum prévio de 12 horas) receberam, por via oral,
veiculo (salina, 10 mL/kg), indometacina (10 mg/kg), JR0O4 (10 mg/kg), JRO9 (10 mg/kg) e
JR19 (10 mg/kg). Para indugdo da inflamagdo foi injetado 1,0 mL de uma solugdo de
carragenina a 1% dentro da bolsa de ar uma hora apds a administracdo dos compostos.
Decorridas 6 horas apo6s a aplicagdo do agente flogistico, os animais foram sacrificados
com éter, em virtude da localizacdo do bolsdo de ar no dorso dos camundongos o que
impede o seu sacrificio por deslocamento cervical, e as bolsas lavadas com 3,0 mL de
solucdo tampao fosfato (PBS pH 7.2) contendo heparina como liquido de arraste. A
contagem de leucocitos totais foi realizada em camara de Neubauer, sob microscopia
optica (Figura 21). Foram expressos como resultados, as médias dos numeros de
leucocitos totais/mm?® de cada grupo experimental e a percentagem de inibi¢do da

migrac¢do de leucocitos comparativamente ao grupo experimental controle.

Figura 21 — Representacdo esquematica do modelo do bolsdo de ar subcutaneo
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nduc¢éo do bolsdo Tratamento o y < oleta dos fluidos do
de ar no dorso dos Indugdo da inflamago interior do bolsdo paraa

(Gavagem) (Injegdo de carragenina

d
CATHEoTES a 1% no bolsio)

contagem de leucocitos
totais

3.5.3 Edema de pata induzido por carragenina

Camundongos, em jejum prévio de 12 horas, foram divididos em
grupos experimentais (grupo n=7). O volume basal da pata traseira direita foi determinado
antes da administracdo de qualquer substincia. Posteriormente, foram administradas
salina (10 mL/kg), indometacina (10 mg/kg), JR04 (10 mg/kg), JRO9 (10 mg/kg) e JR19
(10 mg/kg), uma hora antes da injegdo intraplantar de 20 pL de carragenina (2,5%).
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O volume da pata foi medido 1, 2, 3 e 4 h apo6s a inje¢do do estimulo indutor da
inflamacdo, com auxilio de um paquimetro (Figura 22). Os resultados foram apresentados
como a variagdo do volume da pata (mL) em relagdo aos valores basais. Foram coletadas
amostras de sangue com gel separador para obtencdo do soro, destinado a dosagem de

PCR ultrasensivel (Bioclin®) em aparelho Metrolab 2300®, por imunoturbidimetria.

Figura 22 — Representagdo esquematica do modelo do edema de pata induzido

por carragenina

Apos 60 minutos .
Mensuragdo do

Administragdo volume das patas apos
(Gavagem) intraplantar de aindugdo do edema
carragenina 2,5%

Tratamento

3.6 Avaliacao do potencial antinociceptivo
3.6.1 Nocicepcao induzida por formalina

Camundongos em jejum prévio de 8 horas (grupo n=6) foram tratados oralmente
com salina (10 mL/kg), indometacina (10 mg/kg), JR04 (10 mg/kg), JRO9 (10 mg/kg) e
JR19 (10 mg/kg). Apos 60 minutos, foi administrado 20 pL de solugdo de formalina a
2,0% sob o coxim plantar da pata traseira direita. Imediatamente ap6s, foi cronometrado o
tempo, em segundos, que os animais manifestaram sinais dolorosos com diferentes
comportamentos: elevacdo da pata, lambidas, mordidas, balango da pata injetada, redugdo
do peso em cima da pata (Figura 23). A reducdo desses comportamentos ¢ interpretada
como um efeito antinociceptivo. Com base no padrdo de respostas foi possivel
estabelecer dois periodos: primeira fase, primeiros cinco minutos e segunda fase, quinze a
trinta minutos apds a injecdo, que estavam respectivamente relacionados a fase
neurogénica e fase inflamatoria. Os resultados foram expressos como média + desvio

padrao de cada grupo experimental, em segundos.
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Figura 23 — Representagdo esquematica do modelo de nocicepgdo induzida por formalina
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3.6.2 Dor orofacial induzida por formalina

Camundongos em jejum prévio de 8 horas (grupo n=6) foram tratados oralmente
com salina (10 mL/kg), indometacina (10 mg/kg), JR04 (10 mg/kg), JRO9 (10 mgkg) e
JR19 (10 mg/kg). Apdés 1 hora, a solucdo de formalina (2,0% em salina 0,9%) foi
administrada no 1abio superior direito (4rea perinasal), em volume de 20 pL (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2010), os camundongos foram observados e o tempo gasto friccionando a
area injetada com as patas posteriores e/ou anteriores foi mensurado durante 5 minutos
(primeira fase, dor neurogénica) e entre 15-30 minutos apds a injecdo de formalina
(segunda fase, dor inflamatoria) (Figura 24). As principais respostas comportamentais
caracteristicas da dor e observadas durante a execugao deste modelo experimental s3o: medida
do tempo ou dos reflexos de autolimpeza (grooming) direcionados ao local da inje¢do de
formalina, vocalizagdo espontanea, tremores vigorosos do corpo (shaking) associados ao ato
de lamber as patas dianteiras e proteger vigorosamente a face e trismo mandibular (PERLA,
2007; SILVA, 2013).
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Figura 24 — Representacdo esquematica do modelo de nocicepgdo induzida por formalina
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3.7 Avaliacao da toxicidade

3.7.1 Teste de toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda foi realizado utilizando-se 24 camundongos,
correspondendo a 4 grupos de 6 animais (12 machos e 12 fémeas), em jejum prévio de 12
horas. Os grupos controles foram tratados, com o veiculo e os grupos teste foram tratados
com 100 mg/Kg de JR09, por via oral (gavagem). Posteriormente, foi realizado o teste de
toxicidade aguda do composto JR19. Apds os tratamentos, os animais foram observados
durante 30 min, 1, 2, 4, e a cada 24 horas por at¢ 72 horas: o estado de consciéncia ¢ a
disposicao geral dos animais, a coordenagdo motora, o tonus muscular, os reflexos e a
atividade do sistema nervoso autdonomo, conforme o protocolo de Almeida (2006) (Anexo 2).
Parametros como massa corporal, consumo de 4gua e de racdo foram observados a cada 24
horas durante 14 dias. Ao final, os animais foram pesados e anestesiados para coleta de
sangue por pungdo cardiaca e em seguida sacrificados por deslocamento cervical, sendo os
orgdos (figado, bago, coracdo e rins) retirados, pesados e avaliados macroscopicamente

(Figura 25) (CUNHA et al., 2013, com adaptagdes).
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Figura 25 — Representacdo esquematica do teste de toxicidade aguda
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3.7.2 Determinacdo dos parametros hematolégicos

Os parametros hematologicos dos camundongos tratados com JR19 100 mg/kg
foram obtidos em um analisador automatico. Com as amostras de sangue dos tubos
contendo anticoagulante foram determinados os valores para leucocitos, hemdcias,
hemoglobina, hematodcrito, plaquetas e indices hematimétricos de volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragcdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM).

3.7.3 Determinacao dos parametros bioquimicos

Os pardmetros bioquimicos dos camundongos tratados com JR19 100 mg/kg
foram determinados utilizando-se kits especificos. As amostras de sangue coletadas
com o gel separador foram centrifugadas por 10 minutos a 3500rpm, para obtencdo do
soro, destinado as dosagens dos seguintes parametros: glicose, colesterol, triglicerideos,

HDLplus, proteinas, albumina, creatinina, acido trico e ureia.
3.8 Avaliacao da atividade antimicrobiana por disco-difusao

Realizou-se um screening da atividade antimicrobiana dos compostos JR04, JR09

e JR19 pelo método de disco-difusao em meio sélido.
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Preparo do inéculo

As linhagens selecionadas foram semeadas em meios de culturas apropriados apds
reativacdo em BHI, em 3542°C/24 hs de incubagdo. Os indculos foram preparados e
padronizados em solucdo salina estéril com turbidez equivalente ao tubo n° 0,5 da escala

McFarland, com concentragdo em cerca de 10° UFC/mL (CLSI, 2015).

Inoculagcao

A inoculacdo foi realizada semeando a suspensio microbiana com auxilio de
swab estéril em toda a superficic do agar, de forma a obter um crescimento uniforme e
confluente.

Os discos de papel, previamente impregnados com 50 pL das solugdes em estudo,
foram dispostos equidistantes sobre a superficie do agar de modo a ndo sobrepor as zonas
de inibicdo (Figura 26). As placas foram incubadas por 24 hs a 35+2°C para as
linhagens bacterianas e por 48hs a 30+£2°C para as linhagens fingicas. A leitura foi
realizada apos este periodo, verificando a presenca ou auséncia de halos de inibi¢do de
crescimento. O didmetro dos halos (mm) foi medido com auxilio de um halometro.

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos pela média
aritmética dos didmetros dos halos de inibi¢do de crescimento. Os produtos testados foram
considerados ativos, ou seja, com atividade biologica quando a média dos halos de
inibi¢do foi igual ou superior a 8 mm de didmetro para bactérias e 10 mm para leveduras
(CATAO et al., 2010).

Figura 26 — Representacdo esquematica do método de disco-difusdo

JRO4

JRO9 Controle + JRI19

Controle

Legenda: JR04 [1000pg/mL], JRO9 [1000pug/mL], JR19 [1000ug/mL], controle + = Gentamicina [120ug],
controle — = Solugdo salina (NaCl 0,9%)
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3.9 Avaliacao da atividade antimicrobiana por microdiluicao
3.9.1 Determinacao da atividade antibacteriana

Preparo do inéculo

O indculo foi preparado fazendo-se uma suspensdo direta a partir de uma
cultura jovem (24hs) utilizando colonias isoladas e selecionadas que foram diluidas em
solucdo salina estéril (NaCl 0,9%). A suspensdo bacteriana foi ajustada comparando-se ao
tubo 0,5 da escala de McFarland, que deve conter aproximadamente 10*UFC/mL. De
acordo com o CLSI (2015), o in6culo bacteriano para a realizagdo dos testes por
microdilui¢o deve ser de 10* UFC/mL, devido ao pequeno volume de meio de cultura
em cada cavidade. Deste modo, o indculo teste foi preparado adicionando-se 400 pL do
inoculo padrao de McFarland a 3,6 mL de CMH. Esse procedimento foi realizado em mais

trés tubos.

Inoculagéo

Foi distribuido, assepticamente, 100 uL. do CMH, preparado conforme as
indicagdes do fabricante, em microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo em forma de
“U”, providas de tampa.

Colocou-se 100 pL da susbstancia diluida na concentracdo inicial de 2000 pg/mL
na primeira coluna da placa; posteriormente, foram realizadas diluicdes seriadas,
retirando 100 pL da coluna 1 e transferindo para a coluna 2; homogeneizou-se, enchendo e
esvaziando as ponteiras e assim sucessivamente até a coluna 12 de onde foram descartados
100 pL. As concentragdes testadas variaram entre 1000 pg/mL e 0,5 pg/mL.

A linha G foi utilizada como controle da esterilidade do meio de cultura e das
substancias testadas, recebendo apenas a substancia e o caldo de cultura correspondente. A
linha H foi usada como controle do crescimento microbiano. Nado recebendo as
substancias testes, mas meio de cultura e indculo (Figura 27).

Colocou-se 100 pL do cada indculo teste previamente preparado nas
cavidades correspondentes, em duplicata. Posteriormente, as placas foram tampadas e
incubadas a 35+2°C por 24hs.

Passado o periodo de incubacdo foi adicionado 20 pL da solugdo aquosa de

resazurina (Sigma-Aldricht) a 0,01% em cada cavidade, como indicador colorimétrico de

oxido-redugdo para caracterizar a viabilidade celular. As placas foram mantidas a
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temperatura ambiente por 2hs e lidas apos esse tempo (CLSI, 2015). Considerou-se
como Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) a menor concentragdo do composto capaz de

inibir o crescimento bacteriano, o que foi visualizado pela mudancga de coloragao.

Figura 27 — Representacdo esquematica da avaliagdo da atividade antibacteriana por

microdiluigdo
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Legenda:

() Staphylococcus aureus ATCC 25923

o Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

O Escherichia coli ATCC 25922

O Controle negativo (meio de cultura + substéincia testada)
o Meio de cultura + S. qureus

U Meio de cultura + P, aeruginosa Controle positivo de

crescimento bacteriano
O Meio de cultura + E. coli
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3.9.2 Determinacéao da atividade antifungica
Preparo do inéculo

O in6culo foi preparado fazendo-se uma suspensdo direta a partir de uma
cultura jovem (24hs) utilizando colonias isoladas e selecionadas que foram diluidas em
solugdo salina estéril (NaCl 0,9%). A suspensdo fungica foi ajustada comparando-se ao
tubo 0,5 da escala de McFarland.

Esse procedimento fornece uma suspensdo padrio de levedura contendo 10°
UFC/ml. De acordo com o CLSI (2015), o in6culo para a realizagdo dos testes por
microdilui¢do deve ser de 10° UFC/mL, devido ao pequeno volume de meio de cultura em
cada cavidade. Deste modo, o inoculo teste foi preparado retirando-se 50 uL do inoculo

padrao de McFarland e completando-se com 9,95 ml ou 9950 puL CSD.

Inoculagao

Foi utilizado o caldo Sabouraud Dextrose, preparado de acordo com as indicagdes
do fabricante. O procedimento técnico realizado seguiu os mesmos parametros daqueles
anteriormente citados na determinagdo da atividade antibacteriana (Figura 28).

Apoés colocar os inoculos, as placas foram tampadas e incubadas a 30+2°C por
48hs. Passado o periodo de incubagdo foi adicionado 20 pL da solucdo aquosa de
resazurina (Sigma-Aldricht) a 0,01% em cada cavidade. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente por 2hs e lidas apos esse tempo (CLSI, 2015). Considerou-se como
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) a menor concentragdo do composto capaz de inibir

o crescimento fungico, o que foi visualizado pela mudancga de coloragao.
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Figura 28 - Representacdo esquematica da avaliagdo da atividade antifungica por

microdilui¢do para leveduras de importancia clinica
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Legenda:

(_) Candida albicans ATCC 76645
O Candida tropicalis ATCC 13803
O Candida crusei ATCC 40147

(U Controle negativo (meio de cultura + substancia testads)

O Meio de cultura+ C. albicans }

Controle positivo de

U Meio de cultura + C. tropicalis \ _
crescimento fiingico

O Meio de cultura + C. crusei

3.10 Analise estatistica

Os resultados das atividades anti-inflamatoria, analgésica e de toxicidade aguda
foram avaliados utilizando a andlise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do pos-
teste de Dunnett ou Tukey. Todos os resultados foram expressos como média desvio
padrao (d.p.) e o nivel de significincia minimo foi de p<0,05 analisados pelo
software GraphPad Prisma 5.0 (BARROS, et. al, 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao dos compostos N-acilidrazénicos acridinicos substituidos
4.1.1 Caracterizacdo fisico-quimica

Foram sintetizados 3 compostos codificados como JR04, JR09 e JR19. De acordo
com a tabela 2, que apresenta as caracteristicas fisico-quimicas dos derivados N-
acilhidrazonicos, todas as moléculas apresentaram rendimentos acima de 50% comprovando a
boa exequibilidade da rota sintética adotada e facil metodologia de purificacdo. Em relagdo a
faixa de fusdo a variagdo de temperatura para a maioria dos compostos foi de até 3°C, o que
garante um certo grau de pureza dos compostos.

Todos os compostos apresentaram LogP <5, estando de acordo com a regra de
Lipinsk, que estabelece as condigdes favoraveis para a absorcdo de um farmaco pelo
organismo humano. Para apresentar boa solubilidade e permeabilidade em sistemas
biologicos, os compostos devem apresentar, entre outras propriedades, LogP <5. Este
parametro ¢ indicativo de um bom perfil de biodisponibilidade (BARREIRO, 2009), podendo

resultar em um aumento de sua acdo farmacologica.

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas dos novos derivados N-acilhidrazonicos

Massa

. . I
Composto Rend (%) Rf Fa|~xa ode Molecular ALl Log P
Fusao (°C) Molecular
(9/mol)
JR04 88,19 217-219 265,05 C11H11N;0;58 0,37
JR09 54,05 0,5 180-182 187,20 Ci1oHyN30 1,67
JR19 89,00 0,66  233-236 226,09 C12HoN4O 1,21

lE{end (%): Rendimento; Rf: Fator de Retencio; Log P: Coeficiente de Parti¢do; “Acetato de Etila,
Hexano/Acetato de Etila (6:4)

4.1.2 Andlise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas dos compostos JR04, JR09 e JR19 apresentaram trés
etapas de perda de massa (Figura 29). O primeiro evento para o JR04 ocorreu entre 34,26 ¢
193,03°C e apresentou perda de massa de 4,11%; para o JR0O9 foi entre 55,59 ¢ 170,52°C, com
perda de massa de 4,08%; para o JR19 foi entre 61,51 e 165,78 °C, com perda de massa de
7,08%. Essa perda de massa foi atribuida a perda de umidade dos compostos. A segunda
etapa, que corresponde ao inicio do seu processo de decomposigdo ocorreu entre 206,06 ¢
325,74°C, com perda de massa de 12,96% (JR04); entre 191,85 e 316,26°C, com perda de
massa de 19,61% (JR09); entre 184,74 ¢ 273,60°C, com perda de massa de 19,26% (JR19). A
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terceira etapa ocorreu entre 325,74 e 589,96°C, com perda de massa de 42,80% (JR04); entre
328,11 e 695,41°C, com perda de massa de 39,11% (JR09); entre 281,90 ¢ 657,50°C, com
perda de massa de 22,59% (JR19). No final deste processo verificou-se a presenca de um
residuo mineral, o qual ndo se decompde, na sua totalidade até 900°C, que corresponde ao
teor de cinzas das amostras, que foi de 30,90 (JR04), 24,46 (JR09) e 38,69 (JR19) (Tabela 3).
Verificou-se que os compostos JR04 e JR19 sao mais resistentes a degradagao térmica
quando comparados ao composto JR09, que ndo apresenta os grupamentos substituintes. Isso

porque a adi¢do dos grupamentos favorece interagdes intermoleculares.

Figura 29 — Curvas termogravimétricas dos compostos JR04 (A), JR09 (B) e JR19 (C)

A ® B “

Tabela 3 — Dados de termogravimetria referentes as etapas de decomposi¢do dos compostos

JR04, JRO9 e JR19

Compostos deEct:E::scii:éo Inicio (¢C) Final (¢C) nl::::aa (SZ) Residuo

Primeira 34,26 193,03 4,11

JR04 Segunda 206,06 325,74 12,96 30,9
Terceira 325,74 589,96 42,80
Primeira 55,59 170,52 4,088

JR09 Segunda 191,85 316,26 19,61 24,46
Terceira 328,11 695,41 39,11
Primeira 61,51 165,78 7,088

JR19 Segunda 184,74 273,6 19,26 38,69

Terceira 281,90 657,5 22,59
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A analise termogravimétrica ¢ uma técnica termoanalitica que acompanha a variagdo
da massa da amostra, em fun¢do da programacdo de temperatura (BRASIL, 2010). No dmbito
farmacéutico, a relevancia dessa analise para o futuro da industria farmacéutica € crescente,
demonstrada através da caracterizagdo dos fArmacos com seus eventos térmicos definidos,
bem como estudo de pureza. Estudos desse tipo tem sido amplamente utilizados como
ferramenta para avaliagdo de pré-formulagdes e, definicdo da estabilidade dos farmacos e da
formulagdo farmacéutica (OLIVEIRA et al., 2011).

4.1.3 Caracterizagao estrutural

Os dados espectrais dos compostos (anexos 3, 4 e 5) apresentaram sinais de
deslocamento quimico caracteristicos das estruturas propostas, como por exemplo, o sinal do
NH variando entre 12,06 e 11,64 ppm na forma de um singleto, os sinais N=CH (iminico) que
caracteriza a reacdo de condensagdo, variando entre 8,00 e 8,17 ppm, além dos sinais
aromaticos caracteristicos de cada estrutura. Vale salientar que a maioria dos sinais encontra-
se duplicados, sendo isso uma caracteristica comum para muitos derivados N-acilidrazonicos.
De acordo com a literatura, tais derivados podem apresentar configuracdo Z e E, devido a sua
fungdo imina (N=CH), ou conformagdo syn e anti-periplanar, devido a fun¢do amida (CO-
NH), o que justificaria a duplicidade dos sinais (LOPES, 2013).

Além disso, o espectro de infravermelho apresenta as principais bandas caracteristicas
dos principais grupos funcionais das moléculas propostas, como a presenca da banda da
Nitrila (CN) variando entre 2258 a 2276 c¢m™, as bandas das carbonilas das amidas variando
entre 1674 a 1693 cm™. Esses sinais sdo comuns a todas as moléculas, entretanto cada uma
delas apresentam sinais caracteristicos dos respectivos grupos funcionais tais como, uma
banda em 3304 cm-1 para a molécula JR19 referente ao NH indolico e duas bandas
caracteristicas em 1365 e 1149 cm™ para a molécula JR04 referentes aos deslocamentos SO,
das deformagdes axiais simétricas e assimétricas respectivamente. O JR 09 por ndo apresentar
substituicdo no seu anel benzilidénico, ndo foram observados sinais caracteristicos para a
molécula, porém fica muito nitido os sinais 3213 ¢cm™ do NH da amida ¢ outro em 3080 cm™
provavelmente do CH iminico.

A partir destes dados espectrais foi possivel propor as estruturas (tabela 4) para os
compostos JR04, JR09 e JR19.
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4.1.3.1 Dados espectrais

Espectro RMN'H e RMN"C do composto 2-ciano-N’-[4-(metilssulfonil)benzilideno]-
acctohidrazida (JR04)

(500 MHz, DMSO-dg): 12,06 (s, 1H, NH); 8,26 (s, N=CH, conf), 8,17 (s, N=CH, conf), 8,10
(s, 1H, N=CH), 7,99 (m, 4H, Ar); 4,29 (s, 2H, CH,), 3,80 (s, CH, conf); 3,27 (s, 3H, CHs). °C
NMR-DEPT Q - 24,95, 25,47 (conf); 43.88; 116,52; 127,92, 128,00 (conf); 128,15, 128,37
(conf), 139,00; 141,94; 142,99; 165,76. IV (KBr) cm'= 3304 (NH indol); 2953 (CH); 2276
(CN); 1674 (C=0 amida). (Anexo 3).

Espectro RMN'H ¢ RMN"C do composto N’-(benzilideno)-2-cianoacetohidrazida (JR09)

(500 MHz, DMSO-dg): 11,81 (s, 1H, NH), 11,73 (s, NH conf), 8.16 (s, N=CH, conf), 8,00 (s,
1H N=CH), 7,70 (t, 2H, J= 10 Hz, , j= SHz, Ar-H), 7.44 (q, 3H, j=5Hz, Ar-H), 4.21 (s,
2H,CH2) e 3.81 (s, CH2, conf); BC NMR-DEPT Q (125 MHz, DMSO-dy): (24,86 conf),
24.36, (115,78 conf) 116,10, 127.02, 128.79, (128.84 conf), 130.15, (130.36 conf) 133,78,
144.36, 147.74 conf), (158,93 conf), 164,85. IV (KBr) cm™'= 3190 (NH imida); 3095 (CH);
2266 (CN); 1693 (C=0 amida); 1365 ¢ 1149 (SO;) (Anexo 4).

Espectro RMN'H ¢ RMN"C do composto N-[(1-H-indol-3-il)-metileno]- 2-
cianoacetohidrazida (JR19)

(500 MHz, DMSO-dg): 11,64 (s,1H, NH), 11, 62 (s, NH, conf); 11,50 (s, 1H, NH), 11,41 (s,
NH, conf); 8,35 (s, N=CH, conf), 8,21 (s, 1H, N=CH); 8,14 (d, 1H, CH-Ar, J=10Hz); 7,86 (d,
CH-Ar, conf), 7,83 (d, 1H, CH-Ar, j=3,5Hz); 7,45 (d, 1H, CH-Ar, J=10 Hz); 7,24-7,15 (m,
2H, CH-Ar); 4,24 (s, 2H, CH,), 3,78 (s, CH, conf). °C NMR-DEPT Q- 24,98; 111,60; 112,34;
116,86; 121,15; 123,18; 124,42; 131,46; 137,55; 142,45; 145,40; 164,31. MS
calculada=226,2340, encontrada= 227,043. IV (KBr) cm™'= 3213 (NH amida); 3080 (CH);
2258 (CN); 1678 (C=0 amida) (Anexo 5).
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Tabela 4 — Compostos sintetizados referente a série JR e suas respectivas estruturas

Composto Nomenclatura Estrutura Molecular
H
0 {:I_
2-ciano-N’-[4-
JR0O4 (metilssulfonil)benzilideno]-
acetohidrazida N
A
o? \c
Hy
H
) /u_
JR09 N—ben2111dep0-2Tc1an0-acet0- 4
hidrazida

N'-(3-(1 H-indol-3-il)benzilideno)-
2-cianoacetohidrazida

JR19

4.2 Avaliacéo do potencial anti-inflamatério de JR04, JR09 e JR19
4.2.1 Peritonite induzida por carragenina

O ponto de partida deste estudo foi avaliar o potencial anti-inflamatorio dos derivados
N-acilhidrazonicos JR04, JR09 e JR19. Para tanto, foi realizado o teste de peritonite induzida
por carragenina.

A carragenina ¢ um polissacarideo de origem vegetal, isolado de algas vermelhas,
amplamente utilizado como agente flogistico, isto é, capaz de ativar quimicamente 0 processo
inflamatorio, ativando diversas vias da cascata inflamatoria (MENDES, 2010).

Neste modelo experimental, a administracdo oral dos compostos JR04 (10 e
20 mg/Kg), JR09 (20 mg/kg) e JR19 (10 ¢ 20 mg/Kg) inibiu de forma significativa em 48,
54, 61, 59 e 52%, respectivamente, a migragdo leucocitdria para a cavidade peritoneal quando
comparado com o grupo controle (Figura 30). Nao houve diferenga significativa entre as
doses de 10 e 20 mg do JR04 e JR19, dessa forma, foi selecionada a dose de 10 mg/Kg para a

realizagdo dos demais testes farmacologicos com todas as moléculas.
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Figura 30 — Influéncia do tratamento com os compostos JR04, JR09 ¢ JR19 sob a contagem

total de leucocitos, para o modelo da peritonite induzida por carragenina (1%)
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Valores s@o expressos em média + desvio padrdo da média, n = 5. *** p < 0,001 significativamente diferente do
grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

Durante a peritonite ocorre vasodilatagdo dos capilares na membrana peritoneal que
levam a um aumento no fluxo sanguineo; alteracdes estruturais na microcirculagdo, que
permitem o extravasamento de proteinas plasmaticas para o intersticio em forma de exsudato
inflamatorio (edema); além da migragdo celular de leucocitos da microcirculagdo e seu
acumulo no local de lesdo inicial (PAULINO et al., 2008; FRANCISCHETTI et al., 2010).

Substancias com atividade anti-inflamatéria podem reduzir a migragdo de leucocitos
para a cavidade peritoneal por dois mecanismos: impedindo a sintese e/ou liberacdo de
mediadores quimiotaticos ou inibindo a expressao de moléculas de adesdo, uma vez que ¢
necessaria a presenca de substincias quimiotaticas que facilitem sua migragdo para o local da
injuria para que possam desencadear seus efeitos na tentativa de destruir o agente agressor
(MULLER, 2002; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Os leucocitos apresentam um papel preponderante na defesa e reparo exercidos pela
resposta inflamatoria, embora plaquetas e eritrocitos também participem. Em fungdo da
liberacdo de mediadores quimicos da inflamagao, os leucocitos migram por meio de jungdes
interendoteliais (diapedese) e se dirigem aos sitios de inflamacdo. Além do efeito
quimiotatico, esses mediadores podem gerar uma cascata capaz de ampliar e liberar outros
fatores estimulantes. A ativagdo de leucocitos resulta em produgdo de metabolitos do AA;
degranulacdo e secrecdo de enzimas lisossomicas; secre¢do de citocinas, bem como maior
expressdao de moléculas de ades@o e maior exposicao das integrinas (FRANCISCHETTI et al.,

2010).
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Dessa forma, modelos animais de inflamag¢do aguda que permitam a quantificacdo
estimativa da migragdo desses leucocitos tem sido comumente empregados, possibilitando
que a migracdo celular, mediadores inflamatorios e extravasamento plasmatico sejam
quantitativamente mensurados ap6s um processo inflamatorio agudo, induzido por diferentes
agentes irritantes aplicados no interior da cavidade (SEDGWICK; LEES, 1986).

Os resultados obtidos neste screening sugerem que os compostos apresentam atividade
anti-inflamatoria relacionada a capacidade de suprimir a agdo e/ou liberagdo de aminas
vasoativas, NO e possivelmente das PGs. Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo
com aqueles descritos por outros autores como Silva (2012) que testou uma série de derivados
cicloalquil-N-acilhidrazonicos (100 pmol/Kg) e evidenciou que todos os compostos

foram ativos neste modelo.

4.2.2 Bolsao de ar subcutaneo

O modelo experimental de bolsdo de ar ¢ considerado uma importante ferramenta para
avaliar a inflamag3o aguda. A administracdo de carragenina por via subcutanea, na bolsa de
ar, induz uma réapida resposta inflamatoria com elevados niveis de PGs ¢ LTs no esxudato
(MOTA, 2013). Esse modelo mimetiza a artrite reumatoide, sendo utilizado como Screening
para potenciais candidatos a farmacos no tratamento da artrite, uma vez que a bolsa de ar
previamente inoculada no dorso do animal forma uma membrana que se assemelha a
membrana sinovial inflamada dos pacientes com a doenca (JAIN; PARMAR, 2011;
VANDOOREN et al., 2013).

Neste modelo todos os compostos apresentaram atividade anti-inflamatéria indicada
por uma diminuic¢do significativa na migragao celular quando comparados ao grupo controle.
O farmaco padrao (indometacina) utilizado neste modelo foi testado conforme a sua dose
terapéutica, 10 mg/Kg, apresentando inibigdo de 55%. Os resultados obtidos com a dose
de 10 mg/kg dos compostos em estudo apresentou-se estatisticamente semelhante a resposta
da indometacina, com inibigdo de 55, 52 e 66%, para o JR04, JR09 e JR19, respectivamente
(Figura 31). Particularmente, o JR19 apresentou percentual de inibi¢do superior a inibicdo da

indometacina e o JR04 apresentou atividade igual a da indometacina.
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Figura 31 — Influéncia do tratamento com os compostos JR04, JR09 ¢ JR19 sob a contagem

total de leucdcitos no modelo de bolsdo de ar subcutaneo
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Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 6. *** p < 0,001 significativamente diferente do
grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

A principal diferenca entre os modelos de bolsdo de ar e peritonite induzida por
carragenina consiste no tipo de célula em maior abundincia no exsudato. No modelo do
bolsdo de ar subcutaneo os neutrofilos sdo as células mais abundantes, sendo responsaveis
pela quimiotaxia. Enquanto que na peritonite induzida por carragenina existe elevada
quantidade de macrofagos e mastocitos, atraidos para o local da inflamagao por citocinas pro-
inflamatorias, particularmente IL-1p ¢ TNF-a (RAMOS, 2014).

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se inferir que os compostos testados
inibem especialmente a producdo de mediadores por neutrofilos e macrofagos, tendo em
vista a inibicdo significativa apresentada nos testes do bolsdo de ar e peritonite,
respectivamente.

Mota (2013) testou derivados isoxazolina- acilhidrazonicos e também obteve
resultados satisfatorios no modelo de bolsdo de ar subcutaneo. As doses testadas de 3,0
e 30 mg/Kg apresentaram-se estatisticamente semelhantes ao farmaco padrdo, indometacina
(10 mg/Kg).

4.2.3 Edema de pata induzido por carragenina

Os animais que receberam injecdo intraplantar de carragenina tiveram inducdo de
edema, verificado pelo aumento no volume das patas que receberam o estimulo em diferentes
intervalos de tempo. Neste modelo o composto JR19 reduziu de maneira significativa o

volume do edema na 1%, 2% 3% e 4* hora, com inibicdo de 44, 35, 86 e 75%, respectivamente. O



Dissertacao de Nestiado|84

composto JR04 foi ativo na 27 3 e 4* hora, com inibicdo de 76, 95 e 96%. Enquanto as
demais substancias mostraram-se ativas apenas a partir da 3* hora ap6s a induc¢ao do edema, o
composto JR09 (95 e 92%) e o controle positivo, (indometacina 10 mg/Kg) (32 e
87%) (Figura 32).

Figura 32 — Influéncia do tratamento com os compostos JR04, JR09 e JR19 sob o edema de

pata induzido por carragenina
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Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 7. * p<0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
significativamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

O modelo de edema de pata induzido por carragenina ¢ amplamente utilizado para
triagem de agentes anti-inflamatorios e tem sido frequentemente utilizado para avaliar a agdo
antiedematogénica de diversos compostos (THOMAZZI et al.,, 2010). Pesquisadores da
Merck, Sharp & Dohme demonstraram a atividade anti-inflamatoria da indometacina através
do modelo de edema de pata induzido por carragenina. Em virtude disso, esse modelo foi, e
continua sendo de grande relevancia no desenvolvimento de novos farmacos com potencial
anti-inflamatorio (MORRIS, 2003).

Segundo Mendes et al. (2010) a resposta inflamatoria induzida pela carragenina ¢é
caracterizada por uma resposta bifasica, com formacdo de edema em virtude da rapida
producdo de mediadores inflamatorios. Compreende uma fase inicial (entre 60 e 90 minutos)
¢ uma fase tardia (com o pico do edema na quarta hora apds a indugdo da inflamagao). O
edema inflamatorio decorre da interagdo entre substancias que promovem o aumento da
permeabilidade vascular, como a histamina ¢ a BK, por exemplo, com mediadores que
causam tao somente vasodilatagdo, como € o caso das PGE,. Embora estes ultimos, por si s0,

sejam incapazes de induzir edema, eles potencializam a atuacdo de outros mediadores, por
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aumentarem o aporte sanguineo, e consequentemente a pressdo de perfusdo nas vénulas da
regido inflamada (LAPA et al., 2007). Esta resposta inflamatoria ¢ quantificada pelo aumento
na espessura da pata (edema) sendo modulada por inibidores de moléculas especificas dentro
da cascata inflamatoria, como os AINEs (MORRIS, 2003).

Com base nestes resultados, pode-se sugerir que a agdo anti-inflamatoria dos novos
derivados N-acilhidrazonicos envolve mecanismos relacionados com a sintese de PGs, sendo
comparavel a acdo exercida pelos AINEs, onde a via da COX ¢ inibida impedindo a sua
formacdo. O composto JR19 reduziu o edema até a quarta hora, podendo estar associado a
reducdo de mediadores pro-inflamatérios tanto da fase inicial como da segunda fase desse
modelo. Resultados semelhantes foram obtidos no estudo de Mota (2013), onde o derivado
isoxazolina-acilhidrazona R-99 (15 mg/Kg) foi capaz de inibir o edema causado pela
carragenina em todos os tempos observados. J4 o composto JR09 apresentou atividade apenas

na segunda fase.

4.2.3.1 Determinag¢ao da concentragao sérica da proteina C reativa (PCR)

Com o intuito de confirmar a atividade anti-inflamatoria dos compostos JR04, JR09 ¢
JR19, foi determinada a concentragdo sérica de PCR. Houve uma redugdo significativa dos
valores de PCR da indometacina e dos compostos em estudo quando comparados ao grupo

controle que recebeu apenas salina (Tabela 5).

Tabela 5 — Influéncia do tratamento com os compostos JR04, JR09 e JR19 nos valores de

PCR-ultrassensivel no modelo de edema de pata induzida por carragenina em camundongos

Tratamentos (v. 0.) PCR ultrassensivel (mg/dL) % de Inibicao
Salina 5,899 + 1,5 -
Indometacina 10mg/kg 1,300 + 0,54** 78
JRO4 10mg/kg 0,640 + 0,1 1%%* 89
JR09 10mg/kg 1,017 + 0,53%%* 83
JR19 10mg/kg 1,050 + 0,32%%* 82

Valores sao expressos em média + desvio padrao da média, n = 4. **p<0,01, ***p<0,001 significativamente
diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

Aguiar et al. (2013) declaram ndo existir um teste Unico ideal para a deteccdo de
estados inflamatorios, mas que existem varias analises sanguineas de clinica laboratorial que
indicam a existéncia de inflamacao organica. Uma das mais sensiveis ¢ a PCR que consiste na
dosagem da concentracdo sanguinea da Proteina C Reativa, uma das proteinas de fase aguda
(PFA) cuja solicitagdo tem crescido exponencialmente em varios paises, incluindo o Brasil.

Na presenga de quadros inflamatorios suas concentragdes séricas alteram-se rapidamente (24
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a 48 horas), podendo também sofrer alteracdes durante inflamagdes cronicas. Segundo Farias
(2007), a dosagem de PCR ndo ¢ influenciada por fatores ndo associados a processos
inflamatorios, tornando essa proteina um precoce indicador de processos infecciosos e
inflamatorios, podendo alcangar valores 2000 vezes maiores que o valor de referéncia.

Em conjunto, os dados obtidos nos experimentos evidenciam que os derivados N-
acilhidrazonicos testados apresentam propriedades anti-inflamatorias promissoras. Desta
forma, as perspectivas sdo favordveis para o desenvolvimento de novos estudos
(farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicologicos) que determinem a possibilidade da sua
utilizagdo no tratamento de diferentes doengas inflamatoérias em relacdo aos inimeros

farmacos anti-inflamatorios comumente utilizados na clinica médica.

4.3 Avaliacao do potencial antinociceptivo de JR04, JR09 e JR19

4.3.1 Nocicepgao induzida por formalina

\

Dando inicio a investigacdo dos efeitos antinociceptivos utilizou-se o modelo de
nocicepcao induzida por formalina. Este modelo permite identificar candidatos a farmacos
com efeito analgésico dependente de uma agao anti-inflamatoria.

Neste modelo, pode-se observar duas fases de comportamento nociceptivo que sdo
indicativos do envolvimento de diversos mediadores quimicos. A primeira fase ¢
caracterizada por intensa dor neurogénica, em que estdo envolvidos os mediadores quimicos
como a SP, o GLU e a BK. A segunda fase parece ser causada por mudangas teciduais e
funcionais no corno dorsal da medula espinhal e envolve mediadores como histamina,
serotonina, PGs ¢ BK, ndo sendo a segunda a consequéncia da primeira. Entre uma fase ¢
outra ocorre o periodo chamado de quiescéncia em que ndo hd manifestacdo de estimulos
(SOARES, 2011; SILVA, 2012; BRASIL, 2014).

A administra¢ao oral dos compostos JR04, JR09 e JR19 ou indometacina na dose de
10 mg/kg ndo influenciaram a primeira fase de nocicepgdo (dor neurogénica) deste

modelo (Figura 33).
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Figura 33 — Influéncia do tratamento com os compostos JR04, JR09 ¢ JR19 sobre o tempo de

reatividade a dor na fase I do teste de formalina intraplantar
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Na segunda fase da nocicep¢do (dor inflamatoria), os compostos JR09, JRI9 e o
controle positivo, indometacina, promoveram reducdo significativa em 45, 39 e 93%,
respectivamente, no tempo de reatividade dos animais produzida pela injecdo intraplantar de
formalina, quando comparado ao grupo controle veiculo (Figura 34). O derivado JR04, assim
como na primeira fase, ndo apresentou atividade, chegando mesmo a aumentar a reatividade

dos animais nesta segunda fase.

Figura 34 — Influéncia do tratamento com os compostos JR04, JR09 ¢ JR19 sobre o tempo de

reatividade a dor na fase II do teste de formalina intraplantar
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Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 6. * p<0,05, *** p < 0,001 significativamente
diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

As duas fases do teste da formalina tem propriedades diferenciais sendo util tanto para
avaliar as substancias analgésicas, como para elucidar o mecanismo de analgesia. A primeira
fase ¢ caracterizada pela propagacdo imediata de impulsos para o sistema nervoso central,

ocorre durante os 5 primeiros minutos apds a aplicacdo do agente flogistico e ¢ sensivel a
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farmacos que interagem com o sistema opioide, como a morfina. Essa dor ¢ causada pela
acdo direta da formalina, especialmente nas fibras sensoriais aferentes C e em parte nas fibras
aferentes Ad (YOON; CHOI, 2003; KANG et al., 2007). A segunda fase ¢ prolongada, 15-30
minutos apds a injecdo de formalina, esta associada ao desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria e pode ser inibida por anti-inflamatorios ndo esteroides como a indometacina.
Sendo assim, firmacos de agdo central (opioides) sdo capazes de inibir ambas as fases,
enquanto que farmacos que atuam perifericamente agem somente inibindo a segunda
fase (GUIMARAES et al., 2010).

Os compostos JR09 e JR19 foram ativos apenas na segunda fase, confirmando ser
desprovido de efeito analgésico central e possivelmente retentor de acdo anti-inflamatoria.
Esse efeito pode ser devido a inibigdo da sintese de mediadores inflamatorios, como as PGs,
TXs, LTs entre outros. Pode-se inferir a partir destes resultados que o efeito antinociceptivo
apresentado envolve mecanismos periféricos, atuando na dor anti-inflamatoria.

O composto JR04 apresenta uma estrutura diferenciada em relagdo aos demais
compostos estudados, apresentando um grupamento metilsulfonil. Tal substituinte ¢
encontrado nos inibidores seletivos da COX-2, sugerindo uma possivel acdo seletiva para esta
isoforma. Este composto ndo apresentou atividade antinociceptiva em nenhuma das fases,
aumentando inclusive o tempo de reatividade na segunda fase. Isso pode estar relacionado a
um aumento pelo menos inicial na sintese e/ou liberacdo de BK, considerado um composto
algiogénico que atua localmente, causando dor, vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular; promovendo desta forma uma intensificacdo da sua agdo (GOODMAN; GILMAN,
2015).

Estes resultados sustentam a hipotese de que os novos derivados N-acilhidrazonicos
JRO9 e JR19 podem possuir atividade antinociceptiva periférica, possivelmente através da
inibicdo da sintese de PGs, ou inibicdo da liberagdo e/ou produgdo de mediadores
inflamatorios, como: citocinas, histamina e serotonina; entre outros.

Em seu estudo, Soares (2011) avaliou a atividade antinociceptiva de uma série de
novos derivados 1,3-benzodioxolil-N-acilhidrazonicos. Os compostos apresentaram um
relevante perfil antinociceptivo, inibindo significativamente a manifestacdo dolorosa em

diferentes fases do ensaio de nocicep¢ao induzida por formalina.

4.3.2 Dor orofacial induzida por formalina

Dando continuidade ao estudo do efeito antinociceptivo dos compostos em teste, foi

realizado o modelo de dor orofacial induzida por formalina que consiste numa adaptagdo do
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teste da formalina administrada na superficie plantar de animais (DUBUISSON; DENNIS,
1977, RABOISSON; DALLEL, 2004). Entre os modelos nociceptivos experimentais de dores
orofaciais e cefélicas, este teste ¢ um dos mais relevantes em termos de aplicabilidade
experimental e clinica, quando se estuda dores agudas (PERLA, 2007). Este modelo avalia a
nocicepcao trigeminal através da aplicagao de estimulo quimico (administragdo subcutanea de
uma solucdo de formalina, 2,0%) na regido orofacial (SILVA, 2013).

A administragdo oral dos compostos JR04, JR0O9 ou JR19 na dose de 10mg/kg ndo

apresentou resultados estatisticamente significativos (Figura 35).

Figura 35 — Influéncia do tratamento com os compostos JR04, JR09 e JR19 sobre o tempo de

reatividade a dor na fase I do teste de dor orofacial induzida por formalina

Nocicep¢ao orofacial (Fase I: 0-5 minutos)
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Na segunda fase da nocicepgao orofacial, apenas o composto JR19 promoveu redugao
no tempo de reatividade dos animais quando comparado ao grupo controle veiculo, com
inibicdo de 70%. Os derivados JR04 e JR09, assim como na primeira fase, ndo apresentaram

atividade (Figura 36).

Figura 36 — Influéncia do tratamento com os compostos JR04, JR09 e JR19 sobre o tempo de

reatividade a dor na fase II do teste de dor orofacial induzida por formalina

Nocicepe¢do orofacial (Fase 1I: 15-30 minutos)
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Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 6. ** p < 0,01 significativamente diferente do
grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).
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Assim como no teste da aplicacdo de formalina subplantar, os pardmetros indicativos
de dor para este modelo também podem ser observados imediatamente apds a aplicagdo do
agente quimico e, posteriormente, apos o periodo de quiescéncia. Segundo Dubuisson &
Dennis (1977), no modelo nociceptivo trigeminal, a dor ¢ inicialmente resultante da reacao
inflamatoria gerada pela ligacdo da formalina as proteinas teciduais, por meio da formagao de
pontes primarias de carbono (propriedade fixadora do tecido). Tal reacdo inflamatoria na area
de injecdo persiste por periodo relativamente longo. A resposta inicial (primeira fase)
possivelmente decorre da estimulagdo direta dos nociceptores, enquanto que a segunda fase
do teste deve-se a inflamagao e sensibilizagdo central.

De modo geral, resultados da avaliagdo farmacologica utilizando o modelo de
nocicep¢do induzida por formalina 2,0% demonstraram que o derivado JR19 apresentou
atividade na fase inflamatoria sugerindo, assim como no modelo anterior, um possivel
mecanismo de acdo periférico na dessensibilizacdo de nociceptores através da diminuicao da
liberagdo de mediadores quimicos produzidos pela lesdo tecidual e pela inflamagdo gerada em
decorréncia da administracdo orofacial do agente algiogénico, diminuindo assim a dor
inflamatoria.

O composto JR09 ndo foi ativo em nenhuma das fases deste modelo. Enquanto o
composto JR04, aumentou o tempo de reatividade nas duas fases deste modelo, sugerindo
como no modelo anterior, estar relacionado a um aumento na sintese e/ou liberacdo de BK;
promovendo desta forma uma intensificagdo da agdo da BK. Apesar disso, esse nao ¢ um fator
limitante para a sua utilizacdo, visto que o composto JR04 apresenta propriedades anti-
inflamatorias interessantes.

A partir dos resultados obtidos na avaliagdo do potencial antinociceptivo dos novos
derivados N-acilhidrazonicos, pode-se inferir que o composto JR19 apresentou resultados

satisfatorios, sendo considerado o mais promissor no tratamento da dor inflamatoria.

4.4 Avaliagao da toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda objetiva determinar a capacidade de novas substancias
causarem danos a satde humana, classificando-as apropriadamente de acordo com o seu
potencial de letalidade ou toxicidade, conforme estabelecido pela legislacao (VALADARES,
2006). Uma boa correlagdo tem sido reportada em estudos toxicologicos entre roedores e
humanos.

A DLsy ndo foi utilizada nesse trabalho, sendo substituida pelo teste de dose fixa, no

qual a substancia a ser testada ¢ administrada em uma dose especifica (ALMEIDA, 2006).
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Assim, foi administrada a dose de 100 mg/kg de JR09 e JR19, dose dez vezes maior
que a utilizada nos testes farmacologicos (SILVA et al., 2012). Além disso, o teste de
toxicidade aguda deve priorizar a mesma via de administragdo que pretende ser utilizada

pelo humano, isto é, a v. o..

4.4.1 Avaliacao comportamental dos camundongos

Ap6s a administragdo de 100 mg/kg, v. o. de JR09 e de JRI19 ou solugdo salina
no grupo controle, os animais foram observados por um periodo de até 4 horas e durante 14
dias consecutivos para avaliar sinais de toxicidade e morte. Ndo houve morte nem alteragdes
fisiologicas ou comportamentais, conforme o protocolo de Almeida (2006), indicando baixa

toxicidade das moléculas testadas.

4.4.2.Consumo de agua e racao e evolucao ponderal

O monitoramento do ganho de peso e consumo de alimentos e 4gua em estudos com
animais pode ser um indicador do estado de saude geral do animal, e alteracdes de
diminuigao dos valores nesses parametros sao indicadores de efeitos adversos de um produto
teste.

O consumo de 4gua e racdo pelos camundongos tratados com os compostos JR09 e

JR19 ndo sofreu alteracdes significativas (Tabela 6).

Tabela 6 — Consumos de agua e racdo de camundongos Swiss, machos ¢ fémeas tratados com
100mg/kg de JR09, JR19 e animais controle

Machos Fémeas
Tratamento Consumo de Consumo de Consumo de Consumo de
agua (ml) racao (g) agua (mL) racao (g)
Salina 48,57 £5,70 27,57 +£4,57 33,57 £10,46 25,57 +3,92
JRO9 100mg/kg 34,64 £ 7,20 26,00 + 3,94 28,93 £ 5,60 23,07 £2,70
Salina 57,64 £ 5,27 37,36 £ 5,41 45,79 +£ 5,49 38,71 £6,94
JR19 100mg/kg 61,57 +£5,03 31,57 +4,73 42,86 + 6,99 32,71 £5,27

Valores sdo expressos em média + desvio padrao da média, n = 6.

Nao houve também mundangas significativas no peso corporal dos
camundongos tratados com JR09 (Figura 37) e JR19 (Figura 38) na dose de 100 mg/kg, v.o.

e os respectivos grupos controle a partir do dia 1 ao dia 14.
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Figura 37 — Evolucdo ponderal dos animais tratados com JR09 100mg/kg
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Figura 38 — Evolucao ponderal dos animais tratados com JR19 100mg/kg
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4.4.4 Analise macroscopica e peso dos orgdos

O teste de toxicidade aguda fornece ainda informagdes preliminares sobre o0 modo de
acdo toxica e possiveis o0rgaos alvo da substancia. Quanto a analise macroscopica dos 6rgaos
avaliados, nenhum deles apresentou alteragdo morfologica. Houve apenas reducdo do peso
dos figados e dos rins de camundongos machos tratados com o JR09, e reducdo do peso dos
figados de camundongos fémeas tratados com JR19 (Tabela 7), porém nao foi considerado
relevante, j& que ndo apresentaram alteracdes macroscopicas nem coloracao diferentes do

grupo controle.
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Tabela 7 — Peso relativo dos 6rgdos (%) de camundongos do grupo controle e tratados com o

JRO9 e JR19 na dose de 100mg/kg por via oral apos 14 dias

o Orgéos
Animais — Tratamento Coracao Figado Baco Rins
Machos Salina 049+0,08  536+0,60 045+0,13  1,43+0,20
JR09 100mg/kg 043 +0,05 439+0,33** 0,37+0,01 1,18 +0,09*
Salina 036+0,06 4,14=026 045+0,10 1,05+0,07
JR19 100mg/kg 0,40+0,03  4,51+£0,50 0,38+0,07 1,14+0,12
Fémeas Salina 0,39+0,03 4,75+0,27 0,45+0,07 1,03+0,10
JR09 100mg/kg 0,41+0,05  4,52+£022  0,50+0,17 0,99+0,11
Salina 034+0,02 463+053 047£0,09 0,88+0,07
JR19 100mg/kg 0,35+0,04  3,78+0,52*  0,44+0,07 0,88+0,06

Valores sdo expressos em média + desvio padrio da média, n = 6. * p<0,05, ** p < 0,01 significativamente

diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

4.4.5 Determinacao dos parametros hematolégicos

Nao houve diferenga significativa nos parametros hematologicos avaliados entre os
grupos tratados e os grupos controle (Tabela 8).
Tabela 8 — Determinacdo dos pardmetros hematologicos de camundongos Swis

tratados com JR19 100mg/kg

Parametros Machos Fémeas
hematolégicos Controle Tratamento Controle Tratamento
Leucocitos (10°/mm?) 3,7+ 0,9 34+0,5 39+ 1,6 31+1,5
Hemacias (10®/mm?) 6,4+ 1,0 6,1 +£0,9 5,7+0,9 6,4+ 1,0
Hemoglobina (g/dL) 10,1 £ 1,5 9,3+1,7 9,7+1,4 10,4 +1,5
Hematocrito (%) 31,2+5,5 31,7+ 6,6 28,5+5,4 35,0+£5,8
VCM (um’) 48,8 + 3,6 51,2429 50,0 2,4 55,0+ 1,9
HCM (upg) 159+ 1,6 152 +0,6 17,2+1,2 16,4 + 0,8
CHCM (%) 32,5+1,5 29,8 + 1,4 34,2 +2,0 29,7 +0,7
Plaquetas (10°/mm®) 1993 + 698,4 1604 +472,9 1457 +288,4 1410+ 306,8

4.4.6 Determinacao dos parametros bioquimicos

Nao houve diferenca significativa no parametros bioquimicos avaliados entre os
grupos tratados e os grupos controle, exceto com relagdo a albumina das fémeas ¢ aos

triglicerideos dos machos tratados com JR19 (Tabela 9).
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Tabela 9 — Determinagdo dos parametros bioquimicos de camundongos Swis tratados com
JR19 100mg/kg

Parametros Machos Fémeas
Bioquimicos Controle Tratamento Controle Tratamento
Albumina (g/dL) 0,3+0,01 0,3+0,01 0,320+ 0,04 0,375 +£0,05*
Colesterol (mg/dL) 90,0 + 19,36 93,5+27,07 81,0+ 18,91 89,1 £11,02
Creatinina (mg/dL) 48,8 £3,6 51,2+29 50,0 +2,4 55,0+1,9
Glicose (mg/dL) 170,0 £ 57,4 173,2 £ 73,1 126,6 £ 42,8 150,2 £ 50,2
HDLplus (mg/dL) 36,6 +7,1 50,0 + 16,7 40,4 + 6,4 41,0+74
PT (g/dL) 8,2+21 8,6 £0,6 79+12 9,6 £ 1,5
Trighcerideos 2304 149 163,52383%% 69287  101,5+ 114
(mg/dL)
Acido Grico (mg/dL)  4,2+1,5 2,7+ 1,0 3,0+ 1,4 3,4+1,5
Ureia (mg/dL) 74,6 + 15,7 78,0 + 8.8 75,6 £ 8,5 83,5+ 10,1

Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 6. * p<0,05, *** p < 0,001 significativamente
diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

A avaliagdo da toxicidade aguda em animais garante seguranga aos seres humanos,
evitando que estes sejam submetidos a estudos clinicos com moléculas que ja& demonstraram
toxicidade em contato com o organismo animal. Os compostos JR09 e JR19 apresentaram
baixa toxicidade na dose testada, evidenciada pela auséncia de alteragdes comportamentais
nos ensaios toxicologicos. Adicionalmente, ndo ocorreram mortes durante todo o periodo de
observagdo, sendo observadas poucas diferencas significativas em todos os orgdos analisados
bem como na avaliagdo de parametros hematologicos, bioquimicos € no consumo de agua ¢
racdo dos grupos tratados em relagdo aos grupos controle. Esta ¢ uma importante evidéncia,
que viabiliza estudos /n vivo a fim de promover a sua utilizagdo no tratamento da dor e de

doengas inflamatorias.
4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana por disco-difusao

Inicialmente, avaliou-se os efeitos dos derivados N-acilhidrazonicos JR04, JR09 e
JR19 sobre o crescimento dos microrganismos patogénicos de importancia clinica pelo
método de disco-difusdo. As linhagens microbianas selecionadas foram: E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa, C. albicans, C. Tropicalis ¢ C. crusei. A auséncia da formacdo de halos de
inibicdo do crescimento microbiano indica que as substdncias em estudo ndo apresentaram

atividade nas concentragdes testadas por esta metodologia (Figura 39).
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Figura 39 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana por disco-difusdo de derivados N-

acilhidrazonicos frente a S. aureus ATCC 25922

JRO9 Controle +

Controle —

Legenda: JR04 [1000pg/mL], JR0O9 [1000pg/mL], JR19 [1000pg/mL], controle + = Gentamicina [120pg],
controle — = Solug¢do salina (NaCl 0,9%)

4.6 Avaliacao da atividade antimicrobiana por microdiluicao em caldo
Posteriormente, foi realizado método de microdilui¢do em caldo, confirmando a

auséncia de atividade antimicrobiana das substancias frente as linhagens de

importancia clinica utilizadas no experimento.
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Figura 40 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana de derivados N- acilhidrazonicos
frente as linhagens de S. aureus ATCC 25923 (Linhas A e B), P. aeruginosa ATCC 27853
(Linhas C e D) e E. coli ATCC 25922 (Linhas E e F)
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Legenda: Foram utilizadas diferentes concentragdes, iniciando com 1000 pg/mL na coluna 1, seguindo de
diluigdes seriadas até a coluna 12. Linha G = Controle negativo (meio de cultura + substancia testada). Linha
H = Controle positivo (meio de cultura + indculo bacteriano) = S. aureus (Colunas 1-4), P. aeruginosa
(Colunas 5-8), E. coli (Colunas 9-12).
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Figura 41 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana de derivados N- acilhidrazonicos frente as
linhagens de C. albicans ATCC 76645 (Linhas A e B), C. crusei ATCC 40147 (Linhas C e
D) e C. tropicalis ATCC 13803 (Linhas E ¢ F)
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Legenda: Foram utilizadas diferentes concentragdes, iniciando com 1000 pg/mL na coluna 1, seguindo de diluigdes
seriadas até a coluna 12. Linha G = Controle negativo (meio de cultura + substancia testada). Linha H = Controle
positivo (meio de cultura + indculo bacteriano) = C. albicans (Colunas 1-4), C. tropicalis (Colunas 5-8), C.
crusei (Colunas 9-12).

Estudos anteriores evidenciaram a atividade antimicrobiana de compostos dessa
natureza. No estudo de Wang et al. (2012) uma série de derivados acilhidrazonicos foram
ativos contra linhagens bacterianas. O composto E9  ((E)-N-(3,5-dichloro-2-
hydroxybenzylidene)-4-hydroxy-3- methoxybenzohydra-zide) foi o que exibiu melhor
atividade, com valores de CIM de 0,39, 0,39, 1,56 e 0,78 ug/mL contra E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus e Bacillus subtilis (Figura 42).
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Figura 42 — Derivado acilhidrazonico com potencial atividade antibacteriana
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Fonte: Wang et al. (2012)

Cachiba et al. (2012) avaliou a sensibilidade bacteriana e fungica frente a derivados
N-acilhidrazonicos, ndo foi observada atividade de destaque contra as bactérias empregadas
no ensaio. Por outro lado, pode-se destacar a atividade antifiingica relevante do composto 4C
(N-(4-{[(2E)-2-(3-hidroxibenzilideno)hidrazino]carbonil } fenil)acetamida) contra C. krusei,
ndo responsiva ao antifungico fluconazol e responsavel por infecgdes de grau significativo,

sobretudo em pacientes imunocomprometidos (Figura 43).

Figura 43 — Derivado acilhidrazonico com potencial atividade antifiingica
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Fonte: Cachiba et al. (2012)

A atividade antimicrobiana encontrada nos trabalhos supracitados provavelmente esta
relacionada aos grupamentos que foram combinados com a porcdo acilhidrazonica que ja
possuem um historico para tal atividade e diferem dos compostos testados neste trabalho, que

apresentam outros grupamentos, sugerindo a realizagdo de estudos relagao estrutura-atividade.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

* Todos os derivados acilidrazonicos previamente sintetizados tiveram suas
caracteristicas fisico-quimicas determinadas, com rendimentos plausiveis, de 54% a 89%,
indicando rota sintética satisfatoria;

» Todas as moléculas sintetizadas tiveram suas estruturas elucidadas por
espectroscopia de RMN de 'H ¢ RMN de "“C DEPT-Q, apresentando padrdes de
deslocamento e absorbancia de acordo com a literatura confirmando a existéncias das
mesmas, como sendo os compostos 2-ciano-N’-[4-(metilssulfonil)benzilideno]-acetohidrazida
(JR04), N’-(benzilideno)-2-cianoacetohidrazida (JR09) e N’-[(1-H-indol-3-il)-metileno]-2-
cianoacetohidrazida (JR19);

# De acordo com os resultados de RMN, foi observado a duplicidade dos picos, o que
pode estar diretamente relacionado a configuragdo ou conformagao adotada pelas moléculas
podendo estar em configuragdo Z e E (isdmeros) ou na conformagdo Syn e anti-periplanar
(conformeros);

s Os derivados N-acilhidrazonicos JR04, JR09 ¢ JR19 apresentaram atividade anti-
inflamatoria promissora nos modelos de peritonite induzida por carragenina, bolsdo de ar
subcutaneo e edema de pata induzido por carragenina, com reducdo significativa da migragao
leucocitéria e do edema, respectivamente;

» Nao houve diferenca significativa entre as doses de 10 e 20 mg do JR04 ¢ JR19,
dessa forma, foi selecionada a dose de 10mg/kg;

# Os derivados JR0O9 E JR19 foram ativos na fase inflamatoria do modelo de
nocicepgao induzida por formalina;

» No modelo de dor orofacial induzida por formalina, ndo houve atividade dos
compostos na fase neurogénica, na fase inflamatoria apenas o composto JR19 foi ativo,
sugerindo que o mesmo estd envolvido com mecanismos periféricos, atuando na dor
inflamatoria;

= Na avaliagdo da toxicidade aguda dos compostos JR09 ¢ JR19 ndo houve morte
nem alteragdes comportamentais ou fisiologicas, indicando baixa toxicidade dos compostos
testadas na dose de 100mg/kg por v.o..

« O composto JR19 apresentou atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva
promissoras em comparagao com os demais compostos estudados;

= Neste estudo, ndo foi observada inibicdo do crescimento dos microrganismos
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testados, indicando auséncia de atividade antimicrobiana dos compostos em questdo, pelos
métodos de disco-difusdo e microdiluigao em caldo;
= Sugere-se a realizagdo de mais estudos, incluindo estudos pré-clinicos, clinicos e até

mesmo o desenvolvimento de uma formulagdo com os compostos relatados.
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ANEXO 1. Documento emitido pelo CEUA/CESED aprovando os métodos utilizados na
pesquisa

G . @7

3

it i £ ey L e i

PARECER
NUMERO DO PROJETO/ PROTOCOLOD : 5005022016

CIAEP/CONCEA N°: 01.081.2012
DATA DO PARECER: 05/02/2016
| Pesquisador Responstvel YVanda Licia dos Santos
Titule do Projeto: AVALIACAD DA ATIVIDADE ANTLINFLAMATORIA E
ANTIMICROBIANA DE DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS

1, Consideragies: Este projeto envolve a produciio, manienclo efou utilizagio de
animais pertencentes ao file Chordata, subfilo verichrata (execto o bomem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensmo) — encontra-sz de acordo com os preccitos: da ler o
| 1794 de 08 de outsbro da 2008, do decrew n* 6899, de 15 de juiho de 2009, ccom
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Expenmentagfio Animal
CONCEA, ¢ foi AFROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
CESED, em reunio de_ 05/ 02 |/ 2016 . No cntamto bi wma divergéncin
no mamero de animais & screm etlizsdos, na fotha de rosto com o mamero do projetn
impresso, Sendo liberado pam execuglo 100 camundongos ¢ nio |62

[ Vigtocia do | 01 de margo de 2014 4 01 de margo de 2017
Projeio
I Especic { | Camundongos Swiss
linhagem
"N do animais 100
Pesa (idade 2 meses £ 25 a 33 gramas
Lﬁotu Femining e masoulino = o _— -
Orgem Universsdsde Estadual da Paraiba

Parecer Finsl: APROVADO

A o |
x 7 ! . Smtr Argarairs ta Figuridn, 1901 - Satre
Y i CEF: SE304-530 - (ampins Genge, PH Foor: B 2500BR0
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ANEXO 2. Protocolo utilizado na triagem farmacolégica comportamental

Quantificacdo dos efeitos
Atividade farmacoldgica (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

até 30° 1h 2h 3h 4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade
Tremores
Convulsdes
Piloeregao
Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora
Hipnose

Ptose

Sedacédo
Anestesia
Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular

¢ — Outros comportamentos
Ambulagao

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega

Contor¢des abdominais
Abdugdo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2-SN AUTONOMO
Diarréia

Constipagdo

Defecacdo aumentada
Respiragao forgada
Lacrimejamento

Micgao

Salivacdo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3 - MORTE

Observagoes complementares:

Fonte: Almeida (2006)
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ANEXO 3. Espectros de RMN'H, RMN'C e 1V referentes ao derivado JR04
E1 — Espectro de RMN 'H do derivado JR04 (500 MHz, DMSO-ds)
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E2 — Espectro de RMN 3C do derivado JR04 (125 MHz, DMSO-d¢)
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E3 — Espectro de 1V do derivado JR04 (KBr)
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ANEXO 4. Espectros de RMIN'H, RMN"3C e 1V referentes ao derivado JR09

E1 — Espectro de RMN 'H do derivado JR09 (500 MHz, DMSO-ds)
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E2 — Espectro de RMN **C do derivado JR09 (125 MHz, DMSO-ds)
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E3 — Espectro de 1V do derivado JR09 (KBr)
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ANEXO 5. Espectros de RMN'H, RMN'C e IV referentes ao derivado JR19

E1 — Espectro de RMN 'H do derivado JR19 (500 MHz, DMSO-ds)
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E3 — Espectro de 1V do derivado JR19 (KBr)
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