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RESUMO

A inflamacdo é uma reacdo fisiolégica e protetora do corpo humano, desencadeada por
patdgenos e lesdes do tecido, a qual resulta na ativacdo do sistema imune. Dentre 0s sinais
clinicos da inflamacdo, a dor é o0 mais desagradavel e acarreta em reducdo da qualidade de vida
de muitas pessoas. O aumento de citocinas pro-inflamatorias, durante o curso de uma infecgéo,
faz com que os individuos doentes desenvolvam um conjunto de mudangas comportamentais
adaptativas, coletivamente denominadas de comportamento doentio. A inflamacgdo, portanto, se
tornou um alvo terapéutico imperativo para novas intervencdes farmacoldgicas. Para o
tratamento da inflamagé&o e da dor, farmacos anti-inflamatorios s&o utilizados na pratica clinica,
0s quais, entretanto, apresentam diversos efeitos colaterais e eficacia limitada, incitando a busca
por novos medicamentos eficazes e com efeitos adversos minimos. Por isso, a presente
pesquisa, objetivou verificar as propriedades farmacologicas de uma nova carboximidamina, a
DCHA, na modulagdo da nocicepcdo e da inflamagdo em modelos animais. A DCHA foi
utilizada para avaliar os efeitos antinociceptivos em camundongos, por meio do teste de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético, teste da formalina e teste da placa quente.
O efeito anti-inflamatorio da DCHA foi avaliado no comportamento doentio induzido por
lipopolissacarideo (LPS) em camundongos, por meio dos testes de campo aberto e nado
forcado. Além disso, avaliou-se, também, a expressdo do RNAm de iNOS e citocinas pro-
inflamatorias (IL-B, TNF-a e IL-6) do sangue, figado e rim desses animais, por meio do teste
de PCR quantitativo em tempo real. A atividade locomotora foi avaliada no teste de campo
aberto. Os experimentos foram realizados com a devida aprovagio da Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), no processo n°
037/2018. A DCHA reduziu o nimero de contorg¢des induzidas por acido acético e o tempo de
lambida da pata em ambas as fases no teste da formalina, bem como aumentou o tempo de
laténcia no teste da placa quente. Combinando os resultados de modelos quimicos e térmicos
de nocicepcdo, pode-se sugerir que a substancia apresenta efeito antinociceptivo mediado
perifericamente e centralmente. A administracdo de lipopolissacarideo (LPS, 100 pg/kg, i.p.)
induziu alteracGes comportamentais em camundongos, observado através do aumento no tempo
que o animal permaneceu boiando no nado for¢ado e na diminuicdo da atividade locomotora e
exploratéria no campo aberto, assim como aumentou a expressao de RNAm de iNOS e das
citocinas pro-inflamatorias IL-1p, TNF-a e IL-6. O pré-tratamento com DCHA atenuou as
alteracdes comportamentais induzidas pelo LPS, bem como reduziu significativamente a
expressdo de iINOS e das citocinas pro-inflamatérias nos camundongos. Os resultados
experimentais do presente estudo demonstraram que a substancia DCHA apresentou acdo
antinociceptiva e anti-inflamatéria in vivo. As acdes anti-inflamatérias obtidas sugerem ser
devido a reducao de citocinas pré-inflamatorias. Enfim, os resultados apontam para o potencial
farmacoldgico da substancia como um novo medicamento anti-inflamatério.

Palavras-chave: inflamagéo; nocicepcao; comportamento doentio; carboximidamina.



ABSTRACT

Inflammation is a physiological and protective reaction of the human body, triggered by
pathogens and tissue damage, which results in activation of the immune system. Among the
clinical signs of inflammation, pain is the most unpleasant and leads to reduced quality of life
for many people. The increase in proinflammatory cytokines during the course of an infection
causes sick individuals to develop a set of adaptive behavioral changes, collectively referred to
as sick behavior. Inflammation, therefore, has become an imperative therapeutic target for new
pharmacological interventions. For the treatment of inflammation and pain, anti-inflammatory
drugs are used in clinical practice, which, however, have several side effects and limited
effectiveness, stimulating the search for new effective drugs with minimal side effects.
Therefore, this research aimed to verify the pharmacological properties of a new
carboximidamine, DCHA, in the modulation of nociception and inflammation in animal
models. The DCHA was used to evaluate the antinociceptive effects in mice by the acetic acid-
induced abdominal contortions test, formalin test and hot plate test. The anti-inflammatory
effect of DCHA was evaluated on lipopolysaccharide (LPS) -induced sick behavior in mice by
open-field and forced swimming tests. In addition, we also evaluated the expression of INOS
MRNA and proinflammatory cytokines (IL-B, TNF-o and IL-6) from the blood, liver and kidney
of these animals by quantitative real time PCR. Locomotor activity was assessed in the open
field test. The experiments were carried out with the proper approval of the Animal Use Ethics
Committee of the Federal University of Amazonas, with the process number 037/2018. DCHA
reduced the number of acetic acid-induced contortions and paw licking time in both phases of
the formalin test, as well as increased latency time in the hot plate test. Combining the results
of chemical and thermal nociception models, it can be suggested that the substance has
peripherally and centrally mediated antinociceptive effect. The administration of
lipopolysaccharide (LPS, 100 pg / kg, ip) induced behavioral changes in mice, observed by
increasing the time it spent floating in the forced swimming test and decreasing the locomotor
and exploratory activity in the open field test, as well as increasing iINOS mRNA expression
and pro-inflammatory cytokines IL-1B, TNF-o and IL-6. DCHA pretreatment attenuated LPS-
induced behavioral changes as well as significantly reduced expression of iINOS and
proinflammatory cytokines in mice. The experimental results of the present study showed that
the substance DCHA showed antinociceptive and anti-inflammatory effects in vivo. The anti-
inflammatory effect obtained suggest to be due to the reduction of proinflammatory cytokines.
Finally, the results lead to the pharmacological potential of the substance as a new anti-
inflammatory drug.

Keywords: inflammation; nociception; sick behavior; carboximidamine.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo constitui uma resposta protetora do sistema imunold6gico do corpo contra
invasdes microbianas, entrada de antigenos, lesdo ou dano de células e tecidos. Se a resposta
inflamatoria é bem-sucedida e controlada, leva a eliminacdo de estimulos prejudiciais e restaura
a fisiologia normal (TASNEEM et al., 2019).

Alguns estudos vém demonstrando que a inflamacdo desencadeia a ativacdo das
células imunes residentes e inatas, as quais provocam a producao e liberacdo de mediadores
pré-inflamatoérios:  histamina, bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos e citocinas,
reguladores da migracgéo celular, quimiotaxia e proliferacdo de maneira altamente coordenada
(LOPES et al., 2017; BATISTA et al., 2018; TASNEEM et al., 2019).

Esses produtos oriundos da inflamagdo mostraram que podem ativar os neurénios
nociceptivos. Com efeito, a dor, sendo uma das caracteristicas da inflamagédo, resulta de
interacdes neuroimunes, podendo as citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos secretados
pelas células imunoldgicas, sensibilizar diretamente os nociceptores, com um aumento da
capacidade de resposta, e provocar hiperalgesia e dor de origem inflamatéria (LOPES et al.,
2017;ZUCOLOTO et al., 2017a).

No curso de uma infeccdo, o organismo reconhece rapidamente bactérias e ativam a
resposta imune. Principal componente da membrana externa das bactérias gram-negativas, o
lipopolissacarideo (LPS) é comumente utilizado para desencadear neuroinflamacdo, induzindo
uma ampla gama de citocinas pro-inflamatdrias, com alteracdes comportamentais delas
resultantes, alteracfes essas coletivamente denominadas por “comportamento doentio”,
caracterizada por febre, mal-estar, aumento da sensibilidade a dor, perda de atividade, perda de
apetite, cognicdo prejudicada, ansiedade e depressdo (MING; SAWICKI; BEKAR, 2015;

OISHI et al., 2015; HUFFMAN et al., 2019).
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Constituem, na maioria dos processos fisiopatologicos, como causa subjacente, a
inflamacdo e a dor. Para o tratamento dessas condi¢cfes, a utilizacdo de farmacos anti-
inflamat6rios ndo esteroides (AINES) é uma pratica clinica comum, sendo as atuais
intervencOes terapéuticas dirigidas a inibicdo da formacdo de mediadores inflamatorios.
Entretanto, apresentam esses farmacos certas limitacGes e efeitos colaterais que aumentam com
a cronicidade do seu uso, podendo causar toxidade gastrointestinal grave (OLONODE;
ADERIBIGBE; BAKRE, 2015; PINHO-RIBEIRO et al.,, 2016; RAJU et al., 2016;
ZUCOLOTO et al., 2017a).

Assim, os efeitos colaterais indesejaveis, associados ao uso prolongado de AINEs,
propendem a limitar sua utilidade clinica, incitando a busca e o desenvolvimento de novos
medicamentos anti-inflamatorios eficazes com efeitos adversos minimos. Sendo assim, a
inflamacdo se tornou um alvo terapéutico imperativo para novas intervengoes farmacoldgicas,
uma vez que desempenha papel critico durante a patologia de diversas doencas (RAJU et al.,
2016; ZUCOLOTO et al., 2017a; TASNEEM et al., 2019).

Nova carboximidamina, a DCHA - naringenina com aminoguanidina, produto da
reacdo de condensagdo entre essas duas substancias, apresenta um potencial de atividades
antioxidante, antiglicante e anti-inflamatdria, podendo ser um candidato promissor no
desenvolvimento de novo farmaco para doencas de perfil inflamatério.

Por se tratar de uma substancia inédita e de potencial terapéutico, o presente estudo
teve por objetivo investigar, com base em testes experimentais in vivo, a atividade
farmacolo6gica da DCHA na coordenacdo motora, nocicepc¢do inflamatdria, nocicepcéo central
e no comportamento doentio induzido por lipopolissacarideo, bem como na expressao génica

de citocinas envolvidas em tal acdo modulatéria.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da inflamacéo

A inflamacédo ¢ o resultado de uma reacao fisioldgica e protetora do corpo humano,
desencadeada por patdgenos e lesbes do tecido, comumente descrita como uma sequéncia de
etapas reguladas por células do sistema imune, em uma tentativa para restabelecer a homeostase
do tecido (DVORAKOVA,; LANDA, 2017; Y1, 2017; ZUCOLOTO et al., 2017a).

Esse processo caracteriza-se pela producdo e liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios: histamina, bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos e citocinas, causando o
aparecimento de sinais cardinais de inflamacdo, como dor, calor, vermelhidao, inchaco,
inclusive, em alguns casos, perda da funcdo do tecido afetado (Y1, 2017; BATISTA et al.,
2018).

No processo inflamatoério, distingue-se a inflamacgdo aguda, manifestada, estritamente
falando, por sinais cardinais de inflamacdo; e a cronica, esta, podendo ocorrer na auséncia de
sinais cardinais (KUPRASH; NEDOSPASQV, 2016).

Inicia-se o processo inflamatorio pelo reconhecimento de patdégenos ou de lesédo do
tecido, feito pelos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), presentes em células
imunes, como: macréfagos, leucdcitos, neutréfilos e mastdcitos, células essas que sao atraidas
para o local da lesdo. Esses receptores reconhecem padrdes moleculares associados a dano
(DAMPs) ou padrées moleculares associados a patogenos (PAMPS) expressos por microbios.
Esse processo de deteccdo de patdgenos por meio de receptores ou produtos liberados por
células necroticas, como ATP e IL-33, resulta na producédo e na secrecdo de mediadores pro-
inflamatorios (citocinas, histamina, 6xido nitrico, leucotrienos e prostaglandinas), e na ativacao
do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-xB), com a consequente translocacdo do NF-xB

para o nucleo, resultando na transcri¢do de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-
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8) e moleculas de adesdo, tais como: E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1 (DVORAKOVA;
LANDA, 2017; ZUCOLOTO et al., 2017a).

As citocinas pré-inflamatorias exercem uma grande acdo nas células endoteliais,
causando a expressao de ICAM-1 ou VCAM-1. Essas moléculas de adesdo fazem com que as
células imunes ativadas (os neutréfilos), existentes na corrente sanguinea, se juntem a parede
vascular e migrem para o local das infecces, a fim de eliminar o patégeno e reparar o tecido
em resposta a inflamacdo aguda (FILIPPI, 2016; CHOUSTERMAN; SWIRSKI; WEBER,
2017).

Nessa reacdo do organismo, cabe destacar a atuacdo de alguns mediadores pro-
inflamatorios, como:

Histamina

A histamina - pertencente a classe de aminas vasoativas, derivada da histidina, por
descarboxilacdo — provoca vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. E produzida e
armazenada, principalmente, em mastdcitos e basoéfilos, estando presente em suas granulacdes
(BATISTA et al., 2018; BRANCO et al., 2018).

Oxido nitrico

O oxido nitrico, produzido pelo metabolismo da L — arginina, por meio das atividades
das sintases do oOxido nitrico (NOS), sendo ja descritos trés diferentes isoformas de NOS,
codificadas por genes distintos: as isoformas neuronal (Nosl, Nosl, nNOS), endotelial (Nos3,
Noslll, eNOS) e a NOS induzida (Nos2, Nosll, iNos), sendo que as atividades da eNOS e da
NNOS resultam em baixos niveis de NO, envolvidos principalmente em processos fisioldgicos.
A terceira isoforma iNOS gera elevados niveis de NO em resposta a mediadores inflamatérios
e / ou a padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPSs). A expressao de iNOS é induzida
por inflamacdo. O NO tem uma relevante funcdo, na regulacdo das respostas inflamatorias e

imunoldgicas (SPILLER et al., 2019).
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Liberado pelas células endoteliais, o éxido nitrico propaga-se nas células musculares
lisas, causando seu relaxamento e promovendo, assim, a vasodilatagdo (DVORAKOVA;
LANDA, 2017).

O NO esta envolvido em uma variedade de condi¢des inflamatérias, estando nelas
incluidas a artrite reumatoide, aterosclerose, sepse e asma, sendo sua liberacdo uma das
respostas inflamatdrias mais caracteristicas das células expostas a toxinas de membranas
externas de bactérias, como LPS (AKIHISA et al., 2017).

Citocinas

Citocinas sdo proteinas secretadas e responsaveis por mediar a reacdo inflamatoria no
sistema imune inato. Dividem-se em varias categorias: interleucinas, quimiocinas, interferons,
fator de necrose tumoral e fatores de crescimento. As da primeira categoria (interleucinas)
constituem o grupo mais importante de citocinas liberadas nos processos infecciosos, por
abranger uma variedade de proteinas secretadas por leucocitos, células endoteliais, macrofagos
e glia, dentre outras, as quais contribuem para a sinalizacdo celular e provocam a ativacéo,
proliferacdo e morte e/ou mobilidade das células imunes. Dividem-se, ainda, em interleucinas
pré e anti-inflamatorias, sendo que as pro-inflamatdrias sdo responsaveis pela ativacao celular,
danos nos tecidos e necrose; e as segundas (anti-inflamatorias), objetivam amenizar e,
finalmente, reverter o processo inflamatério (CHOUSTERMAN; SWIRSKI; WEBER, 2017);
(TOTSCH; SORGE, 2017).

A citocina pré-inflamatdria - fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) - representa um
importante mediador de respostas inflamatérias, sendo liberada por células imunes ativadas,
como macrofagos e mondcitos. O aumento de sua producdo envolve uma gama diversa de
doencas infecciosas e inflamatorias. O TNF-a induz a producdo de IL-1p em leucocitos, de

modo gue ambas ativam o epitélio vascular, induzem a resposta febril e medeiam na migracao
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e no recrutamento de células imunes efetoras (CHOODEJ; PUDHOM; MITSUNAGA,
2018; MILLET etal., 2018).

Desse modo, a resposta inflamatoria, segue-se uma resposta anti-inflamatoria
compensatoria, regulada pela citocina IL-10, que inibe a producdo de IL-1pB, TNF, IL-6 e varias
outras citocinas inflamatdrias, limitando o dano decorrente dos mediadores inflamatdrios e
promovendo o reparo do tecido e a restauracdo da homeostase (MILLET et al., 2018).

Prostaglandinas

O acido araquidonico (AA), quando metabolizado pela via da ciclooxigenase (COX),
forma os prostandides: prostaglandinas (PGs), tromboxanos e prostaciclinas; quando pela via
da 5-lipoxigenase (5-LOX), da origem a leucotrienos (LTs) (BIEREN, 2017).

As prostaglandinas, em cuja sintese estdo envolvidas as ciclo-oxigenases (COX-1 e
COX-2), sdo responsaveis por manter a homeostase e mediar a inflamacdo. Enquanto a
atividade da COX-1 produz os niveis basais de prostaglandina, a COX-2 aumenta os niveis de
prostaglandina, apos receber estimulacdo, como no processo inflamatorio. A prostaglandina
E . (PGE 2) exerce um papel importante na sensibilizagdo de neurbnios apos estimulos
inflamatorios repetitivos por meio da ativacédo da proteina quinase A (PKA) e sua regulacdo do
canal para sédio Nav 1.8 (TOTSCH; SORGE, 2017).

Importantes para o sistema imunologico, convém mencionar a PGE ;e a prostaciclina
PGI 2, como reguladores da migracdo e da ativacdo das principais células imunes (BIEREN,
2017).

Bradicinina

Trata-se de um peptideo que medeia a inflamacgéo e exerce um significativo papel na
sensibilizacdo dos neurdnios. Produzido no plasma, funciona como um vasodilatador poderoso.

A bradicinina, presente no mecanismo da dor, exerce, pela ativacdo de seus receptores, uma
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fungéo na regulacdo positiva do fator de crescimento do nervo (NGF), aumentando a ativagéo
do receptor de potencial transitério vanil6ide tipo 1 (TRPV1) (TOTSCH; SORGE, 2017).
Sendo a inflamag&o e a dor o fundamento de quase todos os processos fisiopatologicos,

cabe destacar, a seguir, a dor de origem inflamatéria (ZUCOLOTO et al., 2017a).

2.2 Dor de origem inflamatdria

Os estimulos nocivos sdo sinais de danos iminentes aos tecidos, de modo que sua
deteccdo é essencial a sobrevivéncia. A sensacao de dor, por eles produzida, é diminuida, de
modo geral, a proporcdo que a inflamac&o vai sendo resolvida (WOLLER et al., 2019).

Existentes nos estagios agudos e cronicos da maioria dos estimulos nocivos e em
muitas doengas, a dor e a inflamacdo tém grande importancia fisiol6gica na manutencdo e
integridade dos tecidos. As dores agudas e cronicas séo distintas: a primeira, pelo fato de ocorrer
por estimulo nociceptivo; a segunda, por ser causada por inflamacao ou neuropatias (SILVA et
al., 2018b).

Como resposta a estimulos com dano tecidual real ou potencial, a dor constitui uma
resposta de adaptacdo essencial a protecdo da integridade do organismo, podendo ser gerada
por respostas mal-adaptativas do organismo, prejudiciais as atividades diarias e a qualidade de
vida. A sensibilizacdo de nociceptores, neurbnios somatossensoriais, por estimulos nocivos,
podem motivar a persisténcia e a exacerbacdo da dor. A IL-33, por sua vez, leva a producgédo do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-1B e prostaglandina E. (PGE2), mediadores
inflamatorios atuantes sobre os neurénios nociceptivos, facilitando sua ativacdo e aumentando
a sensibilidade a dor, caracterizado por um estado denominado hiperalgesia, tornando, assim, a
experiéncia da dor mais desagradavel que a habitual (PINHO-RIBEIRO et al., 2016).

Foram identificados recentemente, como receptores-chave da dor, 0s seguintes canais

ibnicos: canais de receptores de potencial transitorio (TRP), canais ATP, canais iGnicos



24

sensiveis ao acido, dentre outros, com abertura que causa o influxo de cations que despolarizam
0s neurdnios sensoriais. Alguns canais TRP, dentre os anteriormente mencionados, como 0
TRPV1-4, 0 TRPAL e 0 TRPMS, despertaram consideravel atengdo, a0 mostrarem-se expressos
em nociceptores, em que funcionam como detectores e transdutores para estimulos térmicos,
quimicos e mecanicos, estando a ativacdo ou sensibilizacdo desses canais envolvida
profundamente na condicdo patoldgica da dor. Segundo estudos, membros da familia TRP,
como 0 TRPV1, TRPV4 e TRPAL, agem como substrato final para mediadores inflamatorios,
envolvidos na patogénese da dor inflamatdria (DA, 2016; FISCHER et al., 2017).
Resultando da ativacdo e sensibilizacdo da via da dor nociceptiva por uma varidedade de
mediadores liberados nos locais de inflamacdo tecidual, a dor inflamatdria se expressa pela
reducdo do limiar de ativacao dos nociceptores e um aumento da responsividade dos neurdnios
sensoriais. Os mediadores mencionados, compreendendo as citocinas pro-inflamatdrias,
qguimiocinas, espécies reativas de oxigénio, proteinas quinases, aminas vasoativas, lipidios,
ATP, prostaglandina E > (PGE 2), bradicinina, fator de crescimento do nervo (NGF), &cidos e
outros fatores, sdo liberados por infiltracdo de leucocitos, células endoteliais vasculares ou
mastacitos residentes em tecidos apos lesdo tecidual (DAI, 2016; ZUCOLOTO et al., 2017a;
SPILLER et al., 2019).
Sintoma comum de uma variedade de doencas inflamatorias, a dor inflamatoria pode
ocorrer por diferentes estimulos, tais como: infeccdo, trauma, antigeno e radiacdo (DOLUNAY

etal., 2017).

2.3 Comportamento doentio induzido por citocinas

O comportamento doentio é uma resposta fisiologica do hospedeiro a uma infeccao,
desencadeada pela ativacdo do sistema imune inato periférico e de suas vias de sinaliza¢do por

estruturas especificas oriundas de patdgenos, resposta essa que esta associada a um conjunto de
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mudancas enddcrinas, autondémicas e comportamentais, além de serem essenciais para a
homeostase e a sobrevivéncia do hospedeiro (MALLIK et al., 2016; SHAIKH et al., 2016;
ZHANG et al., 2016; LIMA et al., 2018).

Como parte da resposta imune inata do hospedeiro, a inflamacdo inicia-se pelos
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), capazes de reconhecer os padrbes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs). Existem, ja identificados, varios tipos de
familias de PRR, incluindo receptores Toll-like (TLRs), receptores de lectina do tipo c, dentre
outros, localizados na superficie celular externa ou na membrana endossémica (Y1, 2017).

Os receptores Toll-like (TLRs) reconhecem estruturas moleculares derivadas de
microorganismos, sendo mais estudado o receptor Toll-like 4 (TLR4), expresso por muitos
tipos de células, principalmente por macrofagos, mondcitos e granuldcitos, uma vez que
reconhece sobretudo o lipopolissacarideo (LPS), um componente de membrana externa de
bactérias Gram-negativas que funciona como uma endotoxina, sendo um padrdo molecular
associado a patdgenos (PAMP), ativador do sistema imunologico. O LPS protege a bactéria do
ambiente, inibe a entrada de compostos toxicos, como antibidticos, sendo o componente-chave
na interacdo fisiopatologica das bactérias com os organismos hospedeiros (HAMESCH et al.,
2015; CAl et al., 2016; SHAIKH et al., 2016; CHUNG et al., 2017; Y1, 2017; ZUCOLOTO et
al., 2017b; LIMA et al., 2018).

A administracdo de endotoxina LPS, em uma Unica dose, injetada em roedores, tem
desencadeado neles a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (produzidas por mondcitos e
macréfagos ativados em resposta a infecgbes), bem como a interleucina-1 (IL-1), a
interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)), que levam a ativacdo do sistema
imune inato, enviando sinais inflamatdrios através de vias neuro-humorais no cérebro,
resultando em um “comportamento doentio”, caracterizado por comportamentos depressivos,

tais como: anedonia e diminuicdo da atividade locomotora; redugdo do comportamento
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exploratorio; adipsia; anorexia; febre e sonoléncia. Essas condicBes fisiopatoldgicas nos
animais, induzidos por LPS, assemelham-se as dos humanos. Além disso, o LPS e os
mediadores inflamat6rios agem sinergicamente, aumentando a sensibilidade a dor (MALLIK
et al., 2016; PINHO-RIBEIRO et al., 2016; SAVIGNAC et al., 2016; SHAIKH et al., 2016;
ZHANG et al., 2016; LIMA et al., 2018; NANDEESH et al., 2018).

As citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF-a) e/ou prostaglandinas de liberacdo
periférica agem, principalmente nos receptores neuronais, por meio da estimulagéo dos nervos
aferentes primarios ou da difusdo direta no parénquima cerebral. Ja as citocinas liberadas do
sistema nervoso central medeiam o comportamento doentio, por meio de efeito paracrino. Esses
mediadores inflamatorios acessam o cerebro por varios caminhos, provocando, assim, 0
comportamento doentio (MALLIK et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

A unido do LPS a proteina ligante de LPS (LBP) possui afinidade pelo fator de
diferenciacdo mieldide 2 (MD?2) e pelo cluster de diferenciacdo 14 (CD 14), os quais, juntos,
ligam-se ao receptor Toll-like 4 (TLR4). Quando ativado, esse complexo transduz sinais para
proteinas intracelulares especializadas (MyD88, IRAKs, TRAFs e NIK), redundando numa
rede multifacetada de respostas celulares, com a ativacao da via do fator de transcricdo nuclear
kappa B (NF-KB), producéo de varias citocinas inflamatorias, incluindo TNF-a, interleucina
(IL) -1a / B, IL-6, IL-12, IL-18 e fator estimulante de col6nias de granuldcitos e macréfagos
(GM-CSF), Interferon-gama (IFN-v), prostaglandina (PGE>), dentre outros (HAMESCH et al.,

2015; Y1, 2017; ZUCOLOTO et al., 2017b).
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Figura 1 - Sinalizacdo induzida por lipopolissacarideo (LPS). TLR4: receptor tipo Toll-like 4; LPB: proteina
ligante de LPS; CD14: cluster de diferenciacdo 14; MD2: fator de diferenciacdo mieloide 2; IRAK1/2/4: cinase
1/2/4 associada ao receptor de IL-1; MyD88: gene 88 de resposta primaria a diferenciacdo miel6ide; TRAF6: fator
6 associado ao receptor de TNF; NF-kB: fator nuclear kappa B; TNF-a: fator de necrose tumoral-a; GM-CSF:
fator estimulador de coldnias de macréfagos de granulécitos; IL: interleucina.

Fonte: Adaptado de HAMESCH et al., 2015.

Os mediadores inflamatérios liberados amplificam a resposta inflamatoria e suas
manifestacOes clinicas. A IL-If e o TNF-a, por exemplo, estimulam as células endoteliais,
aumentando o recrutamento de leucdcitos, além da modulacdo de células imunes e neurénios
sensoriais. Além disso, 0 IFN-y e o IL-6 exercem papéis importantes na modulacdo de
macrofagos e monocitos. Ja a PGE, transpondo a barreira hematoencefalica, atua em regides
especificas do cérebro, ou seja, no 6rgdo vascular da lamina terminal e na area pré-dptica

ventromedial do hipotalamo anterior, causando vasoconstricdo cutanea, reducdo da sudorese e
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aumento da producéo de calor pelo metabolismo do tecido adiposo marrom, culminando esses
eventos em mudancas na temperatura corporal (CAl et al., 2016; ZUCOLOTO et al., 2017b).
Para combater a inflamacéo e a hiperalgesia, induzidas por LPS em animais, recentes
estudos demonstram os efeitos benéficos, parciais ou totais, no tratamento delas com
antioxidantes, antiinflamatérios e analgésicos, provenientes de fontes sintéticas ou naturais

(SHAIKH et al., 2016; ZUCOLOTO et al., 2017b).

2.4 Tratamento farmacologico

A maioria dos processos fisiopatologicos tém como causa subjacente a inflamacgéo e a
dor, sendo que, em muitos casos, a inflamagao induz a dor. As atuais intervengdes terapéuticas,
ADERIBIGBE; BAKRE, 2015; ZUCOLOTO et al., 2017a).

Em decorréncia da acdo dos mediadores inflamatdrios na hiperalgesia, a utilizacdo de
farmacos anti-inflamatérios ndo esteréides (AINES), no tratamento da dor e de condicdes
inflamatorias, é uma prética clinica comum. Esses farmacos apresentam algumas limitacGes e
efeitos colaterais que aumentam com a cronicidade do seu uso, podendo causar toxicidade
gastrointestinal grave, tais como: sangramento gastrico e surgimento de Ulceras estomacais.
Tém sido associados alguns AINEs, como os inibidores da COX-2, ao aumento da pressdo
arterial, aumento do risco de insuficiéncia cardiaca congestiva, trombose e infarto do miocéardio
(PINHO-RIBEIRO et al., 2016; RAJU et al., 2016; ZUCOLOTO et al., 2017a).

Desse modo, associados ao uso prolongado de AINEs, os efeitos colaterais indesejaveis
tendem a limitar sua utilidade clinica, estimulando a busca e o desenvolvimento de novos
medicamentos anti-inflamatdrios eficazes com efeitos adversos minimos (RAJU et al., 2016;

ZUCOLOTO et al., 2017a).
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2.5 DCHA: Uma nova Carboximidamina

DCHA é um solido cristalino com coloracdo acinzentada, caracterizada como uma
hidrazina carboximidamina (2E)-2-[5,7-diidroxi-2-(4-hidroxifenil)-2,3-dihidro-4H-cromen-4-
ilideno), obtida da reacéo entre a naringenina e aminoguanidina por condensagéo seguida de
uma desidratacdo. A substancia foi sintetizada pela Dra. Ana Cristina da Silva Pinto, no
Laboratério de Atividades Biologicas —Biophar da UFAM, durante o seu projeto de pos-

doutoramento, sob a supervisao do Prof. Dr. Emerson Silva Lima.

” aminoguanidina
OH O H,N NH

naringenina DCHA

Figura 2 - Reacdo de condensagdo entre naringenina e aminoguanidina em meio &cido alcodlico,
formando a DCHA.

A DCHA é uma substancia inédita, cujas atividades bioldgicas estdo sendo objeto de
pesquisa e ensaios por Nosso grupo, com vistas ao desenvolvimento de nova droga para doencas
inflamatdrias. E composta de duas substancias: a naringenina e aaminoguanidina, cujas funcées
serdo objeto, a sequir, de sucinta explanacao.

Naringenina

A naringenina é, dentre os flavonoides, um flavonoide flavona que possui uma vasta
gama de atividades biologicas e farmacologicas, capaz de modular as respostas inflamatorias
agudas e cronicas, apresentando-se como um potencial agente terapéutico para o controle de

diversas doencas de perfil inflamatorio (ZENG et al., 2018).
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Os flavonoides séo compostos que pertencem a uma classe de metabdlitos secundarios,
encontrados em plantas e fungos. Acham-se em frutas, graos, vegetais, caules, raizes, chas,
flores e vinhos. Descritos e categorizados em flavondis, flavonas, flavanonas, isoflavonas,
catequinas e antocianidinas, os flavonoides tém diferentes atividades farmacoldgicas, como
atividade antioxidante, antialérgica, antibacteriana, anti-inflamatéria, antimutagénica e
anticancerigena (OH, 2016; PATEL; SINGH; PATEL, 2018).

Como pertencente aos flavondides flavonas, a naringenina € encontrada
principalmente em frutas citricas, como lim&o, toranja, laranja, tangerina e legumes. Sob o
ponto de vista farmacologico, possui as seguintes propriedades: € anticancerigeno,
antimutagénico, anti-inflamatorio, antioxidante, com atividades antiproliferativas e
antiaterogénicas (MANCHOPE; CASAGRANDE; VERRI-JR, 2017; PATEL; SINGH;
PATEL, 2018).

Pesquisas que utilizaram o sistema de cultura de células (células cancerigenas,
hepatdcitos, macrofagos e adipdcitos), demonstraram que é possivel a naringenina inibir, nessas
mesmas células, a resposta inflamatdria. Além disso, estudos em varios modelos animais
comprovaram potenciais terapéuticos da naringenina no tratamento de disturbios associados a
inflamacdo, como: sepse, hepatite aguda, fibrose e cancer (ZENG et al., 2018).

Embora o mecanismo de acdo da naringenina ndo esteja totalmente elucidado,
pesquisas recentes mostraram que ela suspende a producao de citocinas inflamatorias por meio
de mecanismos transcricionais e pds-transcricionais, inibindo a expressio de mRNA de
citocina (ZENG et al., 2018).

Ha evidéncias sugerindo que a naringenina pode ser usada para fins terapéuticos,
devido sua capacidade em modular respostas inflamatorias. Por causa dos mediadores

inflamatorios em doencas que diminuem a qualidade de vida dos pacientes, sua atividade anti-


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/messenger-rna
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/messenger-rna

31

inflamatoria desperta grande interesse, principalmente em virtude da dor inflamatéria (PINHO-
RIBEIRO et al., 2016; ZENG et al., 2018).

A naringenina atua como inibidora: do comportamento semelhante a dor induzida por
estimulos inflamatdrios como &cido acético, formalina, capsaicina, carragenina, &nion

superoxido e LPS; e da ativa¢ao de NF«kB induzida por LPS e carragenina in Vivo e In Vvitro,

0 que contribui para a inibigcdo da IL-33, da producdo de TNFa, IL-1p e IL-6 e da expressdo de
RNAmM de ciclo-oxigenase 2. A naringenina atua, ainda, por mecanismos que compreendem a
inibicao do recrutamento de leucocitos, estresse oxidativo, ativagdo de NF«kB e producao de
citocinas pro-hiperalgésicas nas células imunoldgicas, como macrofagos. Além disso, a
naringenina modula canais de TRP, como TRVP1, TRPM3 e TRPMS, diminuindo a dor e
ativando uma via de sinalizacdo de NO que induz a hiperpolarizagdo dos neurdnios nociceptores
(MANCHOPE; CASAGRANDE; VERRI-JR, 2017).

Naringenina, portanto, demonstra ampla acdo terapéutica em varios modelos de dor
inflamatéria (MANCHOPE; CASAGRANDE; VERRI-JR, 2017).

Aminoguanidina

Trata-se de um composto de fenil-hidrazina com muitos efeitos biologicos e funcéo
ndo tdxica. Age como um inibidor seletivo da iNOS, podendo inibir as complicacGes diabéticas
patoldgicas e melhorar o quadro clinico do diabético (SONG et al., 2017).

Estudos vem apontando a Aminoguanidina (AG) como uma substancia inibidora
especifica da NOS induzivel (iNOS) e da inflamag&o, além de redutora da neurodegeneracao
na encefalomielite auto-imune experimental em animais (SIL et al., 2017).

Por tanto, o estudo da DCHA, é de suma importancia na busca de elucidar o potencial
farmacoldgico dessa nova molécula na nocicepgdo inflamatoria e central e no comportamento

doentio induzido por LPS, em modelo experimental in vivo, gerando perspectivas para o
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desenvolvimento de novo farmaco que podera ser mais eficaz no tratamento de doencas de

perfil inflamatério.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades farmacoldgicas da nova carboximidamina — DCHA, em

modelo de nocicepgéo e inflamacdo in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito da DCHA na modulacdo da nocicepc¢do inflamatoria e central em
camundongos;

- Verificar a acdo da substancia DCHA na coordenagdo motora de camundongos;

- Investigar o efeito da DCHA no comportamento doentio induzido por LPS em
camundongos;

- Determinar a acdo da DCHA na expressdo génica de iNOS e mediadores pro-

inflamatorios IL-1B, TNF- a e IL-6, no sangue, figado e rim de camundongos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

DCHA

|
nsalos\m vive
| | |

Avaliagcdo da Atividade Antinociceptiva Atividade Anti-inflamatéria
coordenacio motora \ \

‘ ‘ Comportamento doentio

Teste de Nocicepcioinflamatéria Nocicepgio central \

campo aberto \ \ \— \

Teste de contorgdes Teste da placa quente Teste de campo aberto Teste de nado forgado
abdominais induzidas por
acido acético \ \ \
Teste da formalina LI

|

Sangue, figado e rim
\ INOS

. IL-1p8
Expressdo RNAm

TNF-a

IL-6

Figura 3 - Fluxograma de planejamento dos ensaios experimentais. A substancia DCHA foi submetida a testes in
vivo, para avaliacdo de sua atividade farmacol6gica na coordenacdo motora, nocicepcdo inflamatéria e central e
no comportamento doentio induzido por LPS, bem como na expressdo de RNAm de iNOS e citocinas pro-

inflamatorias envolvidas em tal acdo modulatéria.

4.2 Substancia

DCHA

Substancia obtida por condensa¢do entre naringenina com aminoguanidina, a DCHA é
caracterizada como uma hidrazina carboximidamina (2E)-2-[5,7-diidroxi-2-(4-hidroxifenil)-
2,3-dihidro-4H-cromen-4-ilideno). As substancias (haringenina e aminoguanidina) foram
cedidas pelo co-orientador Prof. Dr. Emerson Silva Lima, provenientes do estoque do

Laboratorio de Atividades Bioldgicas (Biophar) e utilizadas na semissintese da DCHA. Essa
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semissintese foi realizada em conjunto com a Dra. Ana Cristina da Silva Pinto, do Laboratério
de atividades biol6gicas — Biophar.

A identificacdo da estrutura quimica da DCHA foi realizada mediante espectrometria
de massas sequencial (ESI-MS/MS-MS) e da ressonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogénio (*H) e carbono (**C) nos Laboratérios de espectrometria de massas e RMN da
Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas. E também por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) na Universidade Federal do Rio Grande do

Norte (SOUZA, R. O. S, 2019).

4.3 Procedimentos experimentais

4.3.1 Animais

A pesquisa com a utilizacdo de animais de laboratdrio neste projeto foi aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM), no processo n® 037/2018. O parecer de aprovacao esta anexado ao trabalho (ver
ANEXO).

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as recomendacdes
normativas, no tocante ao cuidado e ao uso de animais de laboratorio.

No estudo, foram utilizados 153 camundongos Swiss Webster (Mus musculus),
machos, pesando entre 25-40g. Esses animais foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal do Amazonas, alojados em gaiolas padrdo, em salas de temperatura
controlada 22 + 2,0°C, com um ciclo de claro/escuro de 12 horas e acesso a agua e racdo ad
libitum.

Para avaliar a nocicepcao inflamatoria, foi realizado o teste de contor¢Ges abdominais
induzidas por &cido aceético e o teste da formalina; e para a nocicepgédo central, o teste da placa

quente. J& para verificar o comportamento doentio induzido por LPS, fez-se o teste de campo
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aberto e o teste de nado forgado. No intuito de descartar a presenca de substancias que pudessem
promover relaxamento muscular ou sedacdo a interferir na atividade do composto foi realizado
o teste de campo aberto para avaliagdo da coordenagdo motora.

Em todos os procedimentos experimentais, foram utilizados grupos de 4 — 6 animais e
adotado um jejum de 3 — 4 horas, antes dos tratamentos orais. Apés a realizacdo dos testes, 0s
animais foram anestesiados por via intraperitoneal com Cetamina e Xilazina (1:1; 50 mg/kg de
peso) e eutanasiados por deslocamento cervical. Em seguida, entregues ao Biotério Central da

Universidade Federal do Amazonas para realizacdo do descarte.

4.3.2 Avaliacéo da coordenagdo motora

4.3.2.1 Teste de campo aberto

Para descartar possiveis efeitos relaxantes musculares inespecificos ou sedativos, da
substancia DCHA, a atividade locomotora espontanea dos camundongos foi avaliada no aparato
de campo aberto, segundo a metodologia de Archer (1973), com modificagdes.

O aparato de campo aberto consiste num circulo de isopor medindo 40 cm de didametro
e 30 cm de altura, cujo piso é dividido em 21 quadrados iguais, sendo: 9 centrais e 12
periféricos. Na avaliacdo, grupos de animais (n = 5 - 6) foram pré-tratados com o veiculo salina
(20 ml/kg, v.0.) ou DCHA (10mg/kg, v.0.) 1 hora antes do teste.

Cada animal foi colocado inicialmente no centro da arena do campo aberto, no qual
tiveram deambulacdo livre gravada por 5 minutos, através de uma cdmera de video posicionada
acima do aparato, para posterior observacdo e quantificacdo da frequéncia de locomocéo
(nimero de quadrados atravessados pelo animal com todas as suas patas).

As travessias de linhas entre os quadrados centrais e os periféricos foram contados
separadamente, assim como 0S cruzamentos totais e rearings (ambas as patas dianteiras

levantadas do ch&o). Para este ensaio, cada camundongo foi usado apenas uma vez.
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4.3.3 Avaliacéo da atividade antinociceptiva

4.3.3.1 Contorg¢oes abdominais induzidas por acido acético

Teste baseado na metodologia de Koster, Anderson e Beer (1959), com modificacdes,
no qual a resposta nociceptiva foi induzida pela injecdo intraperitoneal (i.p.) de &cido acético
0,9% (0,1 ml/10 g), diluido em solucéo salina (0,9%).

Para este experimento, grupos de 4 - 5 camundongos receberam os seguintes tipos de
pré-tratamento: no grupo 1, os animais receberam o veiculo (salina), via oral, no volume de 10
ml/kg; no grupo 2, receberam a indometacina, via oral, na dose de 10 mg/kg; nos grupos 3 e 4,
receberam por via oral a substancia DCHA nas doses de 1 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente,
e, no grupo 5, receberam naringenina 10 mg/kg e aminoguanidina 10 mg/kg, via oral.

Uma hora ap6s o pré-tratamento, todos 0s animais receberam as injecdes
intraperitoneais de solucdo de acido acético a 0,9% e foram entdo colocados em uma caixa de
plastico transparente com paredes fechadas, para observacdo da resposta nociceptiva, que
consiste em contorgdes abdominais, caracterizadas por contragfes do muasculo abdominal
seguidas de alongamento dos membros posteriores, as quais foram quantificadas e registradas

num periodo de 0 — 20 minutos.

4.3.3.2 Teste da formalina

Este teste foi baseado no método introdutdrio de Dubuisson e Dennis (1977), adaptado
por Hunskaar, Fasmer e Hole (1985) para camundongos, com modificagbes. Uma solucédo de
formalina 2,5 %, em agua destilada, foi injetada no volume de 30,0 pl/pata na superficie plantar
da pata posterior direita (injecéo intraplantar, i.pl.) em camundongos swiss, ap6s 1 hora do pré-

tratamento com a substancia teste e as substancias de referéncia.
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Nesse procedimento experimental, foram utilizados grupos de 4 - 6 camundongos. No
grupo 1, os animais receberam o veiculo (solucédo salina), no volume de 10 ml/kg, via oral. O
grupo 2 recebeu a morfina, na dose de 10 mg/kg, via oral. O grupo 3 recebeu a indometacina,
na dose de 10 mg/kg, via oral. Os grupos 4,5 e 6, receberam por via oral a substancia DCHA,
nas doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg e 20 mg/kg, respectivamente. Apds 1 hora dos tratamentos
orais, todos o0s grupos receberam a injecao de formalina.

O tempo em segundos (s) em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata
injetada (licking time) e o indice de nocicepcdo foram avaliados e cronometrados em dois
intervalos de tempo apos a injecédo: 0,0 -5,0 minutos (primeira fase ou dor neurogénica) e 15,0

— 30,0 minutos (segunda fase ou dor inflamatoria).

4.3.3.3 Teste da placa quente

Este teste foi inicialmente descrito por Woolfe & Macdonald (1944) e adaptado por
Couto et al. (2011), com modificacdes. E um modelo especifico para a deteccio de substancias
analgesicas de efeito central.

Foram utilizados grupos de 4 animais, 0s quais, no grupo 1, receberam o veiculo
(solucéo salina), no volume de 10 ml/kg, via oral; no grupo 2, receberam a morfina, na dose de
10 mg/kg, via oral; nos grupos 3 e 4, receberam por via oral a substancia DCHA, nas doses de
1 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente.

Os camundongos foram colocados individualmente no equipamento que consiste de
uma placa aquecida eletricamente com temperatura constante de 50 + 5 °C, dentro de parede de
Plexiglas para restringir sua locomocao. A resposta nociceptiva, caracterizada pelo lamber das
patas ou pelo saltar na placa aquecida, foi verificada antes da administracdo de qualquer

substancia (leitura basal) e 30, 60 e 120 minutos ap06s a administracdo oral das substancias.
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Esse teste foi executado por meio de um crondémetro acoplado ao equipamento, o qual,
no momento em que cada animal apresentou a resposta nociceptiva na placa aquecida, foi
interrompido, registrando-se esse tempo de resposta de cada um deles. O tempo maximo
permitido para permanéncia dos animais na placa aquecida foi de 20 segundos, a fim de prevenir

lesdes nas patas.

4.3.4 Avaliacéo da atividade anti-inflamatoria

4.3.4.1 Comportamento doentio induzido por lipopolissacarideo

O comportamento doentio foi induzido em camundongos através de injecGes de LPS
na cavidade peritoneal. O LPS de Escherichia coli (0111: B4) foi adquirido da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). As alteracdes comportamentais que resultaram desse procedimento
foram avaliadas por meio dos testes de campo aberto e teste de nado forgado.

Na realizacdo dos testes, foram utilizados grupos de 4 — 6 animais. Os animais dos
grupos 1 e 2 receberam o veiculo (solucéo salina), no volume de 10 ml/kg, via oral; os do grupo
3, a indometacina, na dose de 10 mg/kg, via oral; os do grupo 4, a substancia DCHA, na dose
de 1 mg/kg, via oral; os do grupo 5, a substancia DCHA, na dose de 10 mg/kg, via oral e os do
grupo 6, naringenina 10 mg/kg + aminoguanidina 10 mg/kg, via oral.

Ap06s 30 minutos do pré-tratamento, foi administrado injecdo de salina (10 mi/kg) nos
animais do grupo 1 e LPS (preparada em solucdo salina 0,9%), na concentracéo de 100 pg/kg,
nos demais grupos, intraperitonealmente.

Duas horas apds a administracdo das injecGes, os animais foram entdo submetidos aos
testes comportamentais (teste de campo aberto e teste de nado forgado), filmados por 5 minutos
e 6 minutos respectivamente, para posterior andlise e coleta dos resultados. Ao final desses
testes, os animais foram eutanasiados e realizada a coleta do sangue por puncao direta cardiaca

e a retirada dos 6rgdos (figado e rim). Em seguida, foi realizada a extracdo de RNA total dessas
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amostras, para a quantificacdo da expressdo génica de iNOS e de citocinas pré-inflamatdrias

(IL-1B, TNF-a, IL-6) por PCR quantitativo em tempo real.

4.3.4.1.1 Teste de campo aberto

Atividade exploratéria e locomotora dos camundongos foi avaliada no aparato de
campo aberto, segundo a metodologia de Archer (1973), com modificaces.

O teste foi realizado no aparato de campo aberto que consiste em um circulo de isopor
medindo 40 cm de diametro e 30 cm de altura, cujo piso é dividido em 21 quadrados iguais,
sendo, 9 centrais e 12 periféricos.

Cada animal foi colocado inicialmente no centro da arena do campo aberto, no qual
tiveram deambulacdo livre gravada por 5 minutos, através de uma camera de video posicionada
acima do aparato, para posterior observacdo e quantificacdo da frequéncia de locomocao
(ndmero de quadrados atravessados pelo animal com todas as suas patas).

As travessias de linhas entre os quadrados centrais e os periféricos foram contados
separadamente, assim como 0s cruzamentos totais e rearings (ambas as patas dianteiras

levantadas do chdo). Para este ensaio, cada camundongo foi usado apenas uma vez.

4.3.4.1.2 Teste de nado forgado

Utilizou-se o teste do nado forcado, para avaliar a reducdo da mobilidade dos animais
no comportamento depressivo. Este teste foi realizado segundo método original descrito por
Porsolt et al. (1997), com adaptacdes.

Camundongos foram colocados em um cilindro de vidro (19 cm de altura, 15 cm de
diametro) preenchido com agua (temperatura 25°C) até uma profundidade de 14 cm, de modo
que ficaram nadando ou flutuando, sem que 0s membros posteriores ou a cauda deles tocassem

o fundo do cilindro.
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Os animais foram colocados individualmente no cilindro e filmados por 6 minutos. A
duracdo total da imobilidade foi registrada durante os Gltimos 4 minutos de um periodo de 6
minutos. A duragdo da flutuacdo (isto &, o tempo durante o qual os animais fizeram apenas 0s

menores movimentos necessarios para manter suas cabecas acima da agua) foi registrada.

4.3.4.1.3 Obtencdo do RNA total

O RNA total das amostras de sangue, figado e rim dos camundongos foi extraido
utilizando-se a metodologia do tiocianato de guanidina e fenol (Sambrook, 2002), empregando-
se 0 reagente Trizol (Life Technologies, EUA).

Sumariamente, 200ul de sangue total e aproximadamente 100mg do tecido hepatico e
renal foram, imediatamente ap6s a coleta, tratados com 400ul de trizol cada um deles e
armazenados a -80°C até o momento da extracao.

A extracdo do RNA total foi realizada ap6s descongelamento das amostras,
homogeneizando-as com trizol por 5 minutos a temperatura ambiente (20 a 30°C), permitindo
dessa forma, a dissolucdo completa dos complexos de proteinas nucleares.

Adicionou-se entdo 200ul de cloroférmio gelado as amostras, seguida de agitagdo
vigorosa em agitador vortex por 15 segundos, com incubacdo por 3 minutos a temperatura
ambiente. Apos este tempo, foi realizada centrifugacdo a 10000rpm por 10 minutos em
centrifuga refrigerada na temperatura de 5°C.

Depois desse procedimento, trés fases foram observadas. Os sobrenadantes, contendo
RNA, foram retirados e transferidos para novos tubos eppendorf estéreis. Nesses tubos,
realizou-se a precipitagdo do RNA com adi¢do de 300l de isopropanol puro 99% (PA) gelado,
seguida de centrifugacdo a 10000rpm por 10 minutos a 5°C.

Posteriormente, foram removidos, cautelosamente, de cada tubo, os sobrenadantes e
lavados os precipitados de RNA obtidos, adicionando-se 400pul de etanol 75% gelado. Apds

adicéo do etanol, os tubos foram homogeneizados cuidadosamente, seguido de centrifugacéo a
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12000rpm por 10 minutos a 5°C. Ap6s a centrifugacdo, os sobrenadantes foram completamente
retirados dos tubos. O processo acima foi, entdo, repetido por 2 vezes.

Apos a lavagem, os tubos, que continham os precipitados (pellets) de RNA, foram
deixados abertos em estufa estéril a 50-60°C por 10 a 20 minutos, tendo-se o cuidado de ndo
deixar o precipitado RNA secar completamente, permitindo-se, dessa forma, uma dissolucao
melhor.

Os pellets de RNA, secos e livres do etanol, foram ressuspendidos com 100ul de agua
DEPC ultra pura (UNI-R3071-UNISCIENCE) e armazenado a -80°C até o momento da

conversao em DNA complementar (cDNA).

4.3.4.1.4 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

A sintese do cDNA foi realizada a partir de 3,0ug de RNA (aproximadamente 5pl),
utilizando-se o KIT (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems,
EUA), de conformidade com o protocolo do fabricante.

Para testar a qualidade do cDNA, foi realizada amplificacdo pela técnica de PCR para
0 gene GAPDH — gene expresso constitutivamente, o qual foi amplificado em todas as amostras,
confirmando a correta transcricdo reversa. O cDNA resultante foi entdo quantificado no
equipamento de PCR em tempo real QuantStudio 6 Flex (ThermoFisher), utilizando-se placas
de 96 pocos (0,1ml), fundamentado na metodologia de express@o génica pelo sistema TagMan

(Quadro 1).

Quadro 1 - Genes alvos de camundongos investigados nos ensaios de PCR em tempo real (Life Technologies)

Gene Identificacéo
Interleucina 1 Beta (IL-1p) Mm00434228 m1
Factor de necrose tumoral Alfa (TNF-a) Mm00443258 m1
Interleucina 6 (IL-6) MmO00446190_m1
Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) Mm00440502_m1
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Glicerinealdeido-3 fosfato-desidrogenase MmO03302249 gl
(GAPDH)

Para cada reacdo qPCR, diluiu-se os cDNAs obtidos para uma diluicéo final 1:20, com
a reacgoes realizadas no volume final de 12uL, contendo: 5,0uL da solugdo TagMan Universal
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 0,5ul de cada sonda especifica, 3ul. de cDNA
proveniente do RT-PCR na diluicdo 1:20 e 3,5ul de agua ultra pura.

Todas quantificacbes dos niveis de expressdo foram determinadas em triplicatas,
utilizando-se o0 gene GAPDH como controle enddgeno para cada amostra. O nivel de expressao
foi calculado pelo método 2-AACT (Schmittgen e Livak, 2008), considerando-se amostras de

controle negativo como calibrador dos experimentos.

4.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad versdao 6.0 e
expressos como média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). As diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos foram calculadas pela aplicacdo de uma andlise de variancia

(ANOVA), seguida do teste de Bonferroni (p < 0,05 foram considerados significativos).
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5. RESULTADOS

5.1 Teste de coordenacgdo motora

Neste teste, observou-se que os animais do grupo 1 tratados com veiculo (salina, via
oral, volume de 10 ml/kg) e do grupo 2 tratados com DCHA (dose de 10 mg/kg, via oral)
mantiveram quase 0 mesmo comportamento exploratorio, com relacdo ao numero de
cruzamentos de linhas centrais, periféricos, totais e rearings, ndo apresentando restricdo na
locomocéo, indicando, dessa forma, que a substancia DCHA néo apresenta atividade sedativa

ou relaxante muscular.
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Figura 4 — Efeito do pré-tratamento com veiculo (V, 10 ml/kg, via oral) e DCHA (10 mg/kg, via oral) no nimero
de cruzamentos de linhas centrais (A), periféricos (B), totais (C) e rearings (D) no aparato de campo aberto em
camundongos, para avaliacdo da coordenacdo motora. Foi quantificada a frequéncia de locomocdo por 5 minutos.

Cada coluna representa a média £ DPM.
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5.2 Contorc¢6es abdominais induzidas por acido acético

Neste teste, como demonstra a figura 5, os animais do grupo 2, tratados com a
indometacina (dose de 10 mg/kg, via oral), apresentaram uma reducéo significativa (p < 0,05)
do numero de contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético, quando comparados com 0s
animais do grupo controle 1, que receberam o veiculo (salina, volume de 10 ml/kg, via oral) no
pré-tratamento.

Apenas os animais do grupo 4, que receberam DCHA ( na dose de 10mg/kg, via oral)
foram eficazes em reduzir significativamente (p < 0,05) o nimero de contor¢fes abdominais,

quando comparados ao grupo 1.
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Figura 5 - Efeito da substancia DCHA e da associacéo de naringenina + aminoguanidina no nimero de contor¢des
abdominais induzidas por acido acético 0,9% em camundongos. Animais foram pré-tratados com o veiculo (salina,
no volume de 10 ml/kg, via oral) no Grupo 1, indometacina (dose de 10 mg/kg, via oral) no Grupo 2, DCHA (dose
de 1 e 10 mg/kg) nos Grupos 3 e 4, respectivamente, e naringenina (10mg/kg) + aminoguanidina (10 mg/kg), via
oral, no Grupo 5. Uma hora apds os pré-tratamentos, administrou-se injecao de acido acético a 0,9 %, na cavidade
peritoneal dos animais, sendo em seguida, realizada a contagem de contor¢fes durante o tempo de 0-20 minutos.
Cada coluna representa a média + DPM do nimero de contorgdes abdominais. * representa significancia estatistica

P < 0,05, quando comparado ao Grupo 1.
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5.3 Teste da formalina

O tempo de reacdo dolorosa (tempo de lambida) foi avaliado em dois periodos: de 0 a
5 minutos, na primeira fase, onde a dor neurogénica é causada pela estimulacdo direta dos
nociceptores e de 15 a 30 minutos, na segunda fase, onde a dor inflamatdria é causada pela
liberagdo de mediadores inflamatorios.

A Figura 6, se refere a primeira e a segunda fase do teste da formalina. Na primeira
fase, os animais dos grupos 2, 5 e 6 tratados com Indometacina (10mg/kg, via oral), DCHA
(10mg/kg, via oral) e DCHA (20mg/kg, via oral), respectivamente, ndo obtiveram uma reducéo
significativa no tempo de lambida da pata injetada com formalina, quando comparados com o
grupo 1, controle negativo (salina, 10 ml/kg, via oral). Apenas 0s animais do grupo 3, tratados
com morfina (10 mg/kg, via oral) e grupo 4, tratados com DCHA (dose de 1 mg/kg, via oral)
obtiveram uma reducéo significativa (P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente) no comportamento
do animal de lamber a pata injetada com formalina, quando comparados com o grupo 1.

Com relacdo a segunda fase do teste da formalina, o grupo 2 (indometacina, 10 mg/kg,
via oral) reduziu o tempo de lambida da pata, assim como o grupo 3 (morfina, 10 mg/kg, via
oral), e grupos 4, 5 e 6 (DCHA, nas doses de 1, 10 e 20 mg/kg, respectivamente, via oral),
gerando diferenca estatistica significativa nos animais dos grupos 2, 4, 6 (P < 0,01), grupo 3 (P
< 0,001) e grupo 5 (P < 0,05), quando comparados com o grupo 1 (controle negativo). Como
era de se esperar, a indometacina reduziu o tempo de lambida somente na segunda fase do teste
e a morfina diminuiu significativamente ambas as fases. No entanto, os efeitos antinociceptivos
foram significativamente mais pronunciados contra a segunda fase (fase inflamatoria) deste

modelo de nocicepcéo.
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Figura 6 — Efeito da substancia DCHA no tempo de lambida da pata dos camundongos na primeira e segunda fase
do teste da formalina. Animais pré-tratados com o veiculo (salina, volume de 10 ml/kg, via oral) no Grupo 1,
indometacina (dose de 10 mg/kg, via oral) no Grupo 2, morfina (dose de 10 mg/kg, via oral) no Grupo 3 e DCHA
(doses de 1, 10 e 20 mg/kg, via oral) nos Grupos 4, 5 e 6, respectivamente. Ap6s 1 hora do pré-tratamento, foi
observado o tempo de lambida em segundos, durante o intervalo de 0-5 minutos (primeira fase) e 15-30 minutos
(segunda fase), apés a injecéo intraplantar de formalina a 2,5 % na pata posterior direita. Cada coluna representa
a média + DPM. * representa significancia estatistica P < 0,05; ** P < 0,01 e *** P < 0,001 quando comparados

ao Grupo 1 (controle negativo).
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5.4 Teste da placa quente

De acordo com a Figura 7, o grupo 2 (morfina, 10 mg/kg, via oral) produziu
significativamente (P < 0,05) antinocicepcdo contra o limiar térmico em comparacdo ao grupo
1 (controle negativo salina), atingindo pico maximo no tempo de 30 e 60 minutos. O grupo 3
(DCHA, 1mg/kg, via oral), aumentou a reacdo de laténcia na placa quente, atingindo
significancia (P < 0,01) no tempo de 120 minutos apds o pré-tratamento, quando comparados
ao grupo 1. Com relacéo ao grupo 4 (DCHA, dose de 10 mg/kg, via oral), ndo exibiu efeito de

protecdo nociceptiva durante o teste.
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Figura 7 — Efeito da substadncia DCHA no tempo em segundos de reacdo de laténcia de lamber as patas ou saltar
na placa quente em camundongos. Os animais foram pré-tratados com salina (10 ml/kg, via oral) no grupo 1,
morfina (10 mg/kg, via oral) grupo 2, DCHA (doses de 1 e 10 mg/kg, via oral) nos grupos 3 e 4, respectivamente.
Foram realizadas as leituras antes do pré-tratamento (leitura basal) e 30, 60, 90 e 120 minutos apds o pré-tratamento
oral. Cada coluna representa a média £ DPM, onde o nivel de significancia * P <0,05 e ** P <0,01, comparado ao

controle (salina).
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5.5 Comportamento doentio induzido por LPS

5.5.1 Teste de campo aberto

Neste teste, quatro parametros foram observados: numero de cruzamentos com as
quatro patas nos quadrados centrais, quadrados da periferia, quadrados totais e rearings.

Os animais do grupo 2, tratados oralmente com veiculo (salina, no volume de 10
ml/kg) e administrados com LPS (dose de 100ug/kg) na cavidade peritoneal, obtiveram uma
diminuicdo significativa no nimero de cruzamentos de linhas centrais (P < 0,01), periféricos (P
< 0,01) e totais (P < 0,001), além do numero de levantadas (rearings)(P < 0,001) em
comparagdo com o controle normal, grupo 1, tratados oralmente com veiculo (salina, no volume
de 10 ml/kg) e administrados intraperitonealmente, com o veiculo do LPS (salina, volume de
10ml/kg), demonstrando dessa forma, a reducdo na atividade locomotora e exploratoria deles,
uma das caracteristicas do comportamento doentio.

Como previsto, o anti-inflamatério dexametasona (dose de 1mg/kg, via oral)
administrado nos animais do grupo 5, reverteu os efeitos induzidos pelo LPS, resultando no
aumentando significativo do nimero dos cruzamentos centrais (P < 0,05), periféricos (P < 0,01)
e totais (P < 0,01), quando comparados ao grupo controle 2.

Com relagéo ao nimero de cruzamentos centrais, apenas o grupo 3, pré-tratados com
DCHA (na dose de 1 mg/kg, via oral), atenuou significativamente (P < 0,01) as alteracGes
induzidas por LPS, comparado ao grupo 2 e aumentou 0 numero de cruzamentos. Quanto ao
cruzamento de linha periférico, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, porém houve
uma tendéncia de aumento dos cruzamentos em todos 0s grupos. Nos cruzamentos totais,
observou-se que os grupos: 3 e 4 tratados com DCHA (1 e 10 mg/Kkg, via oral, respectivamente),
grupo 6 tratados com Naringenina (10mg/kg) + Aminoguanidina (10mg/kg) reverteram o efeito
induzido pelo LPS, resultando no aumento dos cruzamentos totais com significancia (P < 0,05)

em comparagdo com o grupo tratado com LPS sozinho (grupo 2).
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Figura 8 — Efeito da substancia DCHA e da associagcdo de naringenina + aminoguanidina no nimero de
cruzamentos de linhas centrais (A), periféricos (B), totais (C) e rearings (D) no aparato de campo aberto em
camundongos. Os animais foram pré-tratados com veiculo (V, 10 ml/kg, via oral) nos grupos 1 e 2, DCHA (DCHA
1, 10 mg/kg, via oral) no grupo 3 e 4 respectivamente, dexametasona (DEXA, 1 mg/kg, via oral) no grupo 5 e
Naringenina + Aminoguanidina (NAR 10 mg/kg + AM 10 mg/kg, via oral) no grupo 6. Trinta minutos ap6s 0s
pré-tratamentos dos grupos, foi realizada a administracédo intraperitoneal de solugéo salina (10ml/kg) no grupo 1 e
lipopolissacarideo (LPS 100 ug/kg) nos demais grupos, € 2 horas apoés as aplicagdes das injecdes, 0s animais foram
submetidos ao teste de campo aberto. Em seguida, quantificou-se a frequéncia de locomog¢&o por 5 minutos. Cada
coluna representa a média + DPM. Os simbolos denotam os niveis de significancia: #p <0,05 e ## p <0,01, quando
comparados com o grupo controle (veiculo salina, v.0. e LPS, i.p.) e ** p <0,01 e *** p <0,001, quando comparado

com o grupo controle (veiculo, v.o. e veiculo, i.p.).
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5.5.2 Teste de nado forgado

Os animais do grupo 2, tratados oralmente com veiculo (salina, no volume de 10
ml/kg) e administrados com LPS (dose de 100ug/kg) na cavidade peritoneal, obtiveram um
aumento do periodo de imobilidade, com p <0,01, quando comparados com o controle normal,
grupo 1, tratados oralmente com veiculo (salina, no volume de 10 ml/kg) e administrados
intraperitonealmente, com o veiculo do LPS (salina, volume de 10ml/kg), demonstrando dessa
forma, a inducéo ao comportamento doentio.

De fato, a dexametasona (dose de 1mg/kg, via oral), administrada nos animais do
grupo 5, reverteu significativamente o comportamento de doenca induzida por LPS, e uma
diminuicdo significativa (p <0,05) no tempo de flutuacdo foi observada quando comparada com
0 grupo tratado com LPS (grupo 2).

Os camundongos dos grupos 3 e 6 tratados com DCHA (dose de 1 mg/kg, via oral) e
Naringenina (10mg/kg) + Aminoguanidina (dose de 10mg/kg, via oral), respectivamente,
reverteram a acdo induzida por LPS, diminuindo significativamente o tempo de flutuagdo com

p <0,05 e p < 0,01, respectivamente, quando comparado com o grupo 2 (controle positivo).
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Figura 9 - Efeito da substancia DCHA e da associacdo de naringenina + aminoguanidina no tempo gasto flutuando
no teste de nado forcado em camundongos. Os animais foram pré-tratados com veiculo (V, 10 ml/kg, via oral) nos
grupos 1 e 2, DCHA (DCHA 1, 10 mg/kg, via oral) no grupo 3 e 4 respectivamente, dexametasona (DEXA, 1
mg/kg, via oral) no grupo 5 e naringenina + aminoguanidina (NAR 10 mg/kg + AM 10 mg/kg, via oral) no grupo
6. Trinta minutos apds os pré-tratamentos dos grupos, foi realizada a administracdo intraperitoneal de solugdo
salina (10ml/kg) no grupo 1 e lipopolissacarideo (LPS 100 pg/kg) nos demais grupos, e 2 horas ap6s as aplicagfes
das injecGes, foram os animais submetidos ao teste de nado forcado. Cada coluna representa a média + DPM. Os
simbolos denotam os niveis de significancia: # p <0,05 e ## p < 0,01 quando comparados com o grupo controle

(veiculo salina, v.o. e LPS, i.p. ); ** p <0,01 quando comparado com o grupo controle (veiculo, v.o. e veiculo,

i.p.).
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5.5.3 RT-PCR quantitativo em tempo real

O pré-tratamento com DCHA na concentracdo de 10mg/kg foi eficaz em reduzir
significativamente todas as expressdes de RNAm de iNOS e das citocinas pré-inflamatdrias
(IL-1pB, TNF-a e IL-6) no sangue, figado e rim dos camundongos, induzidos por LPS.

A administracdo da naringenina + aminoguanidina reduziu, significativamente, de
forma semelhante, a DCHA de 10mg/kg, todas as expressdes de RNAm de iNOS e das citocinas
no sangue, figado e rim desses animais, exceto a expressdo de IL-1p no rim. Essa associacao,
porém, ndo apresentou atividade sinérgica positiva.

A acdo da DCHA na expressdo de RNAm de iNOS e das respectivas citocinas é a
seguinte para cada amostra bioldgica:

No sangue:

A DCHA na concentracdo de 1mg/kg foi eficaz em reduzir significativamente a
expressdo de RNAm de iNOS e IL-1B de forma semelhante ao medicamento de referéncia
(dexametasona). Quanto a expressdo de RNAm de TNF-a ¢ IL-6 demonstrou, apenas, uma
tendéncia a reducéo.

Ja na concentracdo de 10mg/kg, a DCHA reduziu significativamente todas as
expressdes de RNAm de iNOS e das citocinas. Maior eficacia, porém, demonstrou em reduzir
a expressdo de RNAm de iNOS.

No figado:

A DCHA, nas concentragdes de 1 e 10mg/kg, mostrou semelhanca na diminuicéo de
todas as expressdes de RNAm de iNOS e das citocinas. Nessas concentracdes, a DCHA, apesar
de reduzir significativamente a expressdo de TNF-a, o farmaco de referéncia (dexametasona),
demonstrou maior eficicia na reducdo dessa citocina. Essa substancia (DCHA), porém, na
concentracdo de 1mg/kg, apenas ndo reduziu significativamente as expressdes de RNAm de IL-

6.
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No rim:

Diferentemente do que ocorreu no sangue, a DCHA, na concentracdo de 1mg/kg, ndo
reduziu de forma significativa as expressoes de RNAm de iNOS e IL-1B. Sua concentracao de
10mg/kg foi, no entanto, significativa na reducdo de todas as expressdes, demonstrando,

inclusive, melhor eficacia na reducdo das expressdes de RNAmM de TNF-a e IL-6.
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Figura 10 - A expressao de iINOS, TNF-a, IL-1p e IL-6 foi avaliada por PCR quantitativo em tempo real em
RNAm isolado do sangue, figado e rim de camundongos que receberam os seguintes tratamentos: Veiculo (V, 10
ml/kg, via oral) nos grupos 1 e 2, DCHA (DCHA 1, 10 mg/kg, via oral) no grupo 3 e 4 respectivamente,
dexametasona (DEXA, 1 mg/kg, via oral) no grupo 5 e naringenina + aminoguanidina (NAR 10 mg/kg + AM 10
mg/kg, via oral) no grupo 6. Trinta minutos ap0s os pré-tratamentos dos grupos, foi realizada a administracédo
intraperitoneal de solugéo salina (10ml/kg) no grupo 1 e lipopolissacarideo (LPS 100 pg/kg) nos demais grupos.
Os resultados sao apresentados como média + DPM de 4 camundongos por grupo. Os simbolos denotam os niveis
de significancia: ##p <0,01 e ### p <0,001, quando comparados com o grupo controle (veiculo salina, v.o. e LPS,

i.p.) e *** p <0,001, quando comparado com o grupo controle (veiculo salina, v.o. e veiculo salina, i.p.).
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Considerada uma resposta imune complexa do organismo, a inflamagéo protege o
corpo de infecces e lesdo tecidual. Dai ser de suma importancia que ela seja regulada,
impedindo, assim, sua progressdo para doencas graves ou cronicas, estas Ultimas intimamente
associadas a patogénese de diversas doencas humanas, tais como: artrite reumatoide, sepse,
doengas cardiovasculares e cancer. Dentre os sinais clinicos da inflamag&o, estéa a dor, 0 mais
desagradavel, por comprometer a qualidade de vida de muitas pessoas. Para combater a dor e
a inflamacéo, os tratamentos atuais s@o insuficientes, por apresentarem efeitos colaterais graves
e eficacia limitada, sendo necessaria a busca continua por novas moléculas mais eficazes com
efeitos adversos minimos (PINHO-RIBEIRO et al., 2016; NIINO et al., 2018; OLIVEIRA-
MACEDO et al., 2019).

Nessa busca por novos farmacos, nossa pesquisa concentrou-se na DCHA, substancia
inédita, para verificar a existéncia de atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria dessa
substancia em modelos animais.

Para triagem farmacoldgica preliminar, as atividades antinociceptivas da substancia
foram avaliadas utilizando estimulos quimicos (&cido acético e formalina) e térmicos (teste de
placa quente). Para ampliar os estudos sobre os efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios,
utilizou-se 0 modelo de comportamento doentio induzido por lipopolissacarideo em
camundongos.

Como uma ferramenta de triagem, o teste de contorcdo vem sendo utilizado, ha muito
tempo, para avaliar as propriedades analgésicas de novas substancias, o qual consiste na
administracdo intraperitoneal de acido acético, induzindo a dor e a inflamacdo aguda, e a
liberacdo de mediadores quimicos, como bradicinina, substancia P, prostaglandinas, serotonina,
histamina, TNF- o, IL-1B e outras citocinas. O acido acético provoca, quando administrado, um

comportamento estereotipado nos animais, consistente em contra¢es abdominais, seguidas de
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alongamento de uma ou ambas as patas traseiras (SILVA et al., 2018a; OLIVEIRA-MACEDO
et al., 2019).

Nesse teste, a DCHA diminuiu, estatisticamente, o nimero de incidentes de contor¢oes
induzidas pelo &cido acético em camundongos, sugerindo atividade antinociceptiva para a
substancia.

J& o teste de formalina pode ser usado para esclarecer 0 mecanismo de acdo de um
analgésico proposto. Esse teste compreende duas fases distintas: uma fase inicial (dor
neurogénica) e uma fase tardia (dor inflamatdria) (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985).

A fase inicial é devida a um estimulo direto nos nociceptores periféricos, resultando
na despolarizacao deles e na propagacgéo do sinal para o SNC, a qual ocorre logo apés a acéo
da formalina, com duracdo de cinco minutos, podendo ser suprimida por analgésicos de acéo
central (por exemplo, morfina). Cinco minutos apos a fase neurogénica, sobrevém uma resposta
nociceptiva minima ou ausente, com duracdo de dez minutos, na qual ndo se avalia o parametro
de resposta nociceptiva. Os quinze minutos seguintes sdo determinados como a fase tardia
(inflamatdria), em que os mediadores inflamatorios sdo liberados, como: prostaglandinas,
leucotrienos, histamina, bradicinina, entre outros, capazes de reduzir o limiar de excitabilidade
dos nociceptores, estimulando um aumento da resposta nociceptiva. A dor inflamatoria é muito
susceptivel a acdo de AINEs e corticosteroides. Por isso, 0s agentes de acdo central inibem
ambas as fases do teste da formalina, enquanto os medicamentos de acdo periférica (por
exemplo, aspirina, indometacina) inibem apenas a fase tardia (OLONODE; ADERIBIGBE;
BAKRE, 2015; SILVA et al., 2018b; OLIVEIRA-MACEDO et al., 2019).

A DCHA foi considerada eficaz em ambas as fases da resposta da formalina, mas o
efeito dela foi mais significativo na segunda fase.

Nesse contexto, os resultados demonstraram que a DCHA reduziu o tempo de lambida

da pata na segunda fase do teste da formalina de modo semelhante a
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indometacina, farmaco utilizado como controle positivo da fase inflamatéria. Assim, sugere-se
que o efeito inibitério da DCHA na resposta nociceptiva nessa fase, caracterizado por dor
inflamatoria, possa ser devido a sua acao periférica.

Considerando a propriedade inibidora da DCHA na primeira fase da formalina,
presume-se que sua possivel atividade antinociceptiva se deva a uma possivel acdo central, pois
seu efeito pode ser comparado ao causado pela morfina. Além disso, o efeito antinociceptivo
da DCHA na segunda fase deve-se a sua possivel acdo anti-inflamatéria, por inibir a liberacao
de mediadores inflamatorios.

Este trabalho mostra que a DCHA, de acordo com a avaliacdo das contorc¢des
abdominais provocadas pelo acido acético e pelo teste da formalina em camundongos, produziu
antinocicepcéao significativa.

Para confirmar a atividade antinociceptiva e investigar o envolvimento dos
mecanismos centrais dos efeitos da substancia, foi utilizado o teste da placa quente. Esse teste
¢ comumente usado para identificar analgésicos de acdo central e narcéticos. O evento
nociceptivo gerado pelo calor nocivo € mediado centralmente por estimulo direto das fibras
aferentes dos nociceptores (OLONODE; ADERIBIGBE; BAKRE, 2015). O tratamento com a
DCHA aumentou o tempo de laténcia no teste de placa quente apds 120 minutos.

Combinando os resultados de modelos quimicos e térmicos de nocicepcdo, pode-se
concluir que a substancia apresenta efeito analgésico mediado perifericamente e centralmente.

Para verificar se o efeito analgésico ndo era resultado de possivel acdo relaxante
muscular ou sedativa, os camundongos foram submetidos ao teste de campo aberto apos a
administracdo oral de DCHA. Os resultados mostraram que o tratamento com DCHA néo
causou alteracdes nos parametros de campo aberto, confirmando, assim, que o efeito
antinociceptivo da DCHA, observado no teste, ndo é resultado de alteracdes na atividade

locomotora.
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Para avaliar o efeito anti-inflamatério da DCHA, foi utilizado o modelo de
comportamento doentio induzido por lipopolissacarideo em camundongos. Esse
comportamento é desencadeado pela ativacdo do sistema imunoldgico com a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias e prostaglandinas, em resposta a administracdo do LPS e se
caracteriza por um conjunto de sintomas, a saber: reducdo da atividade locomotora e do
comportamento exploratério, além de febre, anedonia, dentre outros (ZHANG et al., 2016;
LIMA et al., 2018).

O LPS ¢é uma endotoxina de bactérias Gram-negativas que provoca respostas
inflamatorias, ativando o fator de transcricdo, fator nuclear kappaB (NF-kB), por meio de uma
série de moléculas de sinalizagdo, induzindo a expressdo de NO sintase induzivel (iNOS) e
inlmeras citocinas e quimiocinas, como o fator de necrose tumoral o (TNFa), interleucina 6
(IL-6), interleucina 1 (IL-1B) por intermédio da ativacdo de NF-xB (SHAIKH et al., 2016;
NIINO et al., 2018).

Considera-se como uma das respostas inflamatorias das células expostas a
endotoxemia por LPS, a producdo de Oxido nitrico. O oOxido nitrico, produzido pelo
metabolismo da L — arginina, por meio das atividades das sintases do éxido nitrico (NOS),
sendo ja descritos trés diferentes isoformas de NOS, codificadas por genes distintos: as
isoformas neuronal (Nosl, Nosl, nNOS), endotelial (Nos3, Noslll, eNOS) e a NOS induzida
(Nos2, Nosll, iNos), sendo que as atividades da eNOS e da nNOS resultam em baixos niveis
de NO, envolvidos principalmente em processos fisioldgicos. A terceira isoforma iNOS gera
elevados niveis de NO em resposta a mediadores inflamatorios. A expressao de iNOS é
induzida por inflamacdo. Por conseguinte, podem ser benéficos para o tratamento de processo
inflamatorio, agentes que bloqueiam a producdo de NO, induzida por toxinas de bactérias

(AKIHISA et al., 2017; SPILLER et al., 2019).
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A liberacdo de citocinas pré-inflamatérias nos picos sanguineos ocorre
aproximadamente 2 h apds a administragdo do LPS, ficando os sintomas do comportamento
doentio evidentes até 6 h. Para avaliar a atividade exploratoria e locomotora do comportamento
doentio, séo geralmente usados os testes de campo aberto e nado forcado (ZHANG et al., 2016;
ZHAO et al., 2019). Conforme previsto, os animais tratados com LPS exibiram numerosos
sinais de doenca. Os sintomas incluiram letargia, reducdo da capacidade exploratoria,
locomotora e mobilidade. No presente estudo, a administracdo de LPS aumentou o tempo gasto
flutuando no teste de nado forcado e diminuiu a atividade locomotora no teste de campo aberto.
Esses efeitos sdo caracteristicos de desordens decorrentes de processo inflamatdrio. Nosso
estudo mostrou que a DCHA atenuou as alteragcdes comportamentais induzidas pelo LPS em
ambos os testes.

Esses resultados foram analogos aos efeitos do tratamento prévio com dexametasona.
A dexametasona (glicocorticoide), anti-inflamatério e imunossupressor que interfere nas
citocinas inflamatorias e TNF- a, foi usada como referéncia padrdo para avaliar o efeito da
DCHA contra o comportamento doentio induzido por LPS (SHAIKH et al., 2016).

Por fim, investigou-se, no presente estudo, as atividades anti-inflamatorias da DCHA,
por meio do RT-PCR quantitativo em tempo real, avaliando seus efeitos na expressao de RNAm
de iINOS e das citocinas pré-inflamatérias (IL-1p, TNF-a, IL-6), induzidos por LPS em
camundongos.

Esses mediadores inflamatdrios liberados amplificam a resposta inflamatéria e suas
manifestacdes clinicas, representando eles importantes alvos terapéuticos no contexto de
inflamacdo (ZUCOLOTO et al., 2017b).

A DCHA, na concentracdo de 10mg/kg, inibiu significativamente todas as expressées
de RNAmM de iNOS e das citocinas no sangue, figado e rim dos camundongos estimulados por

LPS. Nessa mesma concentra¢do de 10 mg/kg, a DCHA demonstrou maior eficacia em reduzir
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a expressdao de RNAm de iNOS no sangue; a expressdao de RNAm de TNF-a e IL-6, no rim, e
as expressdes de RNAm de IL-1B, no figado.

Os mecanismos subjacentes a doenca sugerem o envolvimento de citocinas, que sao
secretadas em resposta a infeccGes e endotoxemia, e indicam que a atividade inibitoria da
substancia seja devida a reducdo da expressao de iNos e citocinas.

Finalmente, os resultados obtidos nesse estudo apontam o potencial da DCHA no
controle farmacoldgico da dor e dos processos inflamatérios, mostrando que a substancia
apresentou efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios significativos in vivo e demonstrando

vantagem potencial da substancia na terapia de doencas com base em producéo de citocinas.
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7. CONCLUSAO

A nova carboximidamina, DCHA, demonstrou atividade antinociceptiva, ao reduzir o
numero de contorcdes induzidas por acido acético e o tempo de lambidas da pata em ambas as
fases do teste da formalina, assim como aumentou o tempo de laténcia dos animais no teste da
placa quente. Nesse contexto, sugere-se o envolvimento de um mecanismo de acéo, periférico
e central de efeito antinociceptivo.

A DCHA apresentou atividade anti-inflamatoria, ao reverter as alteracOes
comportamentais induzidas por LPS em camundongos, com o aumento da mobilidade e do
comportamento exploratorio nos testes de nado forcado e campo aberto, respectivamente. Ela
foi ainda eficaz em reduzir nesses animais a expressdo de RNAm de iNOS e citocinas pro-
inflamatorias, sustentando a hipotese de ter potencial no tratamento de desordens decorrentes
de processo infeccioso. Essas a¢des anti-inflamatorias obtidas sugerem ser devido a reducéo de
expressdes de iNOS e das citocinas.

Em resumo, as descobertas mostraram que a DCHA exibiu acdo antinociceptiva e anti-
inflamatoria em modelos animais, apontando, desse modo, para 0 seu potencial no controle

farmacoldgico da dor e dos processos inflamatarios.
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