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RESUMO

CASTRO, Raphael Andrade. Avaliagdo do potencial analgésico e anti-inflamatorio do
composto pirazolico 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) - DHP. 2011. 82f. Disserta¢do
(Mestrado em Medicina Veterinaria, Patologia). Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

A inflamagdo ¢ um processo fisioldgico de resposta organica diante de lesdo tissular ou
infeccdo, gerando a dor como caracteristica constante. Os compostos pirazdlicos sdo drogas
de origem sintética com um anel pirazolinico na sua estrutura quimica, com os quais diversos
estudos demonstram a eficacia no controle da dor, da febre e da inflamagao. A necessidade do
desenvolvimento de novos firmacos com propriedades analgésicas e anti-inflamatorias, de
baixo custo e que apresentem poucas reagdes adversas, tem estimulado a sintese e o estudo
das atividades farmacolédgicas dos compostos pirazdlicos. Com esse objetivo, foi estudado o
potencial antinociceptivo e anti-inflamatério do composto pirazélico 1,5-difenil-3-
hidrazinopirazol(a) (DHP), administrado pela via oral, nos modelos farmacologicos das
contor¢des abdominais pelo acido acético, tail-flick, formalina, edema de orelha induzido pelo
6leo de croton e peritonite induzida pela carragenina em camundongos; e na alodinia
mecanica (von Frey) e hiperalgesia térmica (Hargreaves) em ratos. A administracdo do DHP
(1, 3 e 10mg/kg) diminuiu de maneira dose-dependente (41,3, 62,7 e 76%) o numero de
contor¢des abdominais (ID50=1,3mg/kg). No teste de tail-flick, DHP (10mg/kg) ndo foi
efetivo e a aplicacdo do controle positivo fentanil (200pg/kg, s.c.) ampliou a laténcia ao
estimulo térmico em até 138%. Sem alterarem a 1* fase de nocicepcao (dor neurogénica) do
teste da formalina, o DHP (10mg/kg) e o controle positivo indometacina (10mg/kg, p.o.)
inibiram a reatividade na 2° fase (dor inflamatdria) em 40,9 e 48,7% respectivamente. Essa
mesma dose do DHP reduziu em 54% o edema de orelha induzido pelo 6leo de créton, assim
como o controle positivo dexametasona (2mg/kg, s.c.) em 55.3%. Também de forma dose-
dependente o DHP (3, 10 e 30 mg/kg) inibiu em 11,8, 39 e 53,7% respectivamente, a
migracao de leucdcitos no teste da peritonite induzida pela carragenina (ID50=22,9mg/kg).
Na avalia¢@o da alodinia mecanica o grupo incisado tratado com o DHP (GIDHP - 10mg/kg)
apresentou significativas reversoes da alodinia (RA) ap6s uma hora da administra¢do, com
RA méxima na leitura de 12 horas (28,2%) na segunda etapa, mantendo-se na terceira etapa
com RA de 26,9, 43,4 ¢ 60,4% nos 7°, 10° e 14° dias de experimentagcdo, comparados com o
grupo incisado veiculo (GIV). Na hiperalgesia térmica o GIDHP também produziu reversao
da hiperalgesia (RH) uma hora apo6s o tratamento, com RH maximo na leitura de 3 horas
(68,9%) na segunda etapa, mantendo-se na terceira etapa com RH de 43,4, 32,1 e 64% nos 7°,
10° e 14° dias de experimentagao, quando comparados ao GIV e obtendo valores semelhantes
ao grupo nao incisado veiculo (GNIV) no 14° dia. No von Frey e no Hargreaves o GNIV
apresentou leituras semelhantes nas trés etapas do experimento. O DHP (10mg/kg) nao
alterou a atividade motora de camundongos no teste do rota-rod. Considerando que o
composto DHP apresentou atividade antinociceptiva no teste das contorgoes,
antiedematogénica no edema de orelha, inibiu a 2* fase de nocicep¢do (dor inflamatéria) do
teste da formalina e a migragdo leucocitaria, promovendo ainda reversao da hipernocicepgao
nos modelos de hiperalgesia térmica e alodinia mecanica; esses resultados indicam que a
efetividade do DHP envolve a participagdo de mecanismos anti-inflamatérios e criam
perspectivas favoraveis para sua futura utilizagdo com esse objetivo terapéutico.

Palavras-chave: Composto Pirazolico; antinocicepc¢do; anti-inflamatério, von Frey,
Hargreaves.



ABSTRACT

CASTRO, Raphael Andrade. Assessment of the potential analgesic and anti-inflammatory
compound 1,5-diphenyl-pyrazole-3-hidrazinopirazol (a) - DHP. 2011. 82f. Dissertation
(Master of Veterinary Medicine, Pathology). Institute of Veterinary, Federal Rural University
of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Inflammation is a physiological process of organic response before tissue injury or infection,
causing pain as a constant feature. The pyrazole compounds are the drugs of synthetic origin
in their chemical structure consisting of a ring pirazolinico, with which several studies show
the effectiveness in controlling of pain, fever and inflammation. The need to develop new
drugs with analgesic and anti-inflammatory, low cost and which have few adverse reactions,
has stimulated the synthesis and study of pharmacological activities of pyrazole compounds.
With this objective, we studied the antinociceptive and anti-inflammatory potential of
compound 1.5-diphenyl-pyrazole-3-hidrazinopirazol(a) (DHP), administered orally in
pharmacological models of the acetic acid writhing, tail-flick, formalin, ear edema induced by
croton oil and carrageenan-induced peritonitis in mice, and mechanical allodynia (von Frey)
and thermal hyperalgesia (Hargreaves) in rats. The administration of DHP (1, 3 and 10mg/kg)
decreased in a dose-dependent (41.3, 62.7 and 76%) number of writhing (ID50 = 1.3mg/kg).
In the tail-flick test, DHP (10mg/kg) was ineffective and the application of positive control
fentanyl (200pg/kg, sc) increased the latency to thermal stimulation in up to 138%. Without
changing the first phase of nociception (neurogenic pain) of the formalin test, DHP (10mg/kg)
and the positive control indomethacin (10mg/kg, p.0.) inhibited the reactivity in the 2™ phase
(inflammatory pain) in 40.9 and 48.7% respectively. This same dose of DHP reduced by 54%
the ear edema induced by croton oil, as well as the positive control, dexamethasone (2mg/kg,
sc) at 55.3%. Also in a dose-dependent DHP (3, 10 and 30 mg / kg) inhibited by 11.8, 39 and
53.7%, respectively, leukocyte migration in peritonitis induced by carrageenan test (ID50 =
22.9mg/kg). In the assessment of mechanical allodynia incision group treated with DHP
(GIDHP - 10mg/kg) showed a significant reversal of allodynia (RA) after one hour of
administration, with maximum reading RA for 12 hours (28.2%) in the second stage of the
experiment, remaining in the third stage with RA of 26.9, 43.4 and 60.4% in the 7", 10™ and
14™ days of evaluations, when compared with the vehicle group incised (GIV). In thermal
hyperalgesia GIDHP (10mg/kg) also significantly reversed the hyperalgesia (RH) after one
hour of treatment, with RH maximum of three hours in reading (68.9%) in the second stage,
obtaining in the third stage RA of 43.4, 32,1 and 64% in 7th, 10" and 14™ days of evaluations,
when compared to the GIV and obtaining similar values of the group not incised vehicle
(GNIV) on 14" day. In the von Frey and Hargreaves GNIV showed similar readings in the
three stages of the experiment. The DHP (10mg/kg) did not alter the motor activity of mice in
rota-rod test. Whereas the compound DHP showed antinociceptive activity in writhing test,
antiedematogenic in ear edema, inhibited the 2™ phase of nociception (inflammatory pain) in
formalin test and leukocyte migration, promoting reversal of hypernociception in models of
thermal hyperalgesia and allodynia mechanics, these results indicate that the effectiveness of
DHP involves the participation of anti-inflammatory mechanisms and create favorable
outlook for its future use with this therapeutic goal.

Keywords: Composite pyrazole; antinociception, anti-inflammatory, von Frey, Hargreaves.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS
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1 INTRODUCAO

A inflamagao consiste em um evento fisiologico, atuando como um mecanismo de
defesa em resposta a uma agressao tissular frente a qualquer tipo de agente, resultando, dentre
inimeros eventos, na formacdo de acido araquidonico (AA) a partir de fosfolipideos de
membranas celulares sob a atuacdo da enzima denominada fosfolipase A, (PLA,). Este AA
dara origem a mediadores inflamatérios por duas vias: a primeira via, das cicloxigenases
(COX), produzindo prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PIs) e tromboxanos (TXs), e a
segunda via, das lipoxigenases (LOX), levando a formacao de leucotrienos (LTs). As PGs,
PIs, TXs e LTs sdo importantes mediadores responsaveis pela resposta inflamatoria, sendo
denominados, em conjunto, de prostanoides.

Estes prostandides, bem como as citocinas que sdo liberadas com a lesdo tecidual
atuardo tanto no desenvolvimento do processo inflamatorio, quanto no sinal hipernociceptivo.
O fator de necrose tumoral (TNFa) induz a liberagdo de interleucina 1-Beta (IL-1B) e
interleucina 8 (IL-8), promovendo, respectivamente, a ativacdo da enzima cicloxigenase
(COX) e a liberagao de aminas simpatomiméticas, atuando assim direta e indiretamente em
receptores nociceptivos.

Neste sentido, sistema nervoso periférico, a endotelina, a substancia P, a histamina e a
bradicinina sensibilizam os nociceptores, sendo estes hipersensibilizados pelas
prostaglandinas, principalmente a PGE, e a PGI,. A PGI, esta relacionada com a hiperalgesia
imediata e de curta duragdo, enquanto a PGE; se relaciona com a hiperalgesia prolongada. Por
outro lado, na alodinia, transformag¢des no sistema nervoso central permitem que neurdnios
responsaveis por estimulos indcuos realizem comunicagdes com neurdnios nociceptivos,
garantindo que seus impulsos elétricos sejam informados como nociceptivos.

Uma parte dos farmacos anti-inflamatdrios atuam promovendo a inibigdo da enzima
cicloxigenase, impedindo a formacdo de prostanoides. No entanto, esses mediadores sdo
responsdveis nao s pela producdo do processo inflamatorio, mas também sdo importantes na
modulacdo de eventos fisiologicos como a secre¢do acida gastrica, desempenhando papéis
fundamentais na homeostase do organismo. Deste modo, os efeitos secundérios indesejaveis
promovidos por esses agentes terapéuticos, tem direcionado a busca de novos compostos, cujo
potencial anti-inflamatoério seja acompanhado de um minimo de efeitos colaterais e que
apresentem um baixo custo de produgao.

Compostos pirazdlicos sdo substancias quimicas de origem sintética que podem
apresentar atividade analgésica, anti-inflamatdéria e antipirética, justificando, por isso, o
desenvolvimento de estudos que investiguem o potencial teraputico desses novos compostos
no controle da dor e no tratamento de doencas inflamatérias, bem como na produgdo de
efeitos colaterais.

Assim, utilizando modelos farmacologicos validados em ratos e camundongos, essa
dissertacdo avalia o potencial analgésico e antiinflamatério do composto pirazdlico 1,5-
difenil-3-hidrazinopirazol(a) - DHP.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia da Inflamacao

A inflamagdo ¢ um processo fisioldgico que consiste na resposta organica diante de
lesdo tissular ou infecgdo, envolvendo uma agdo coordenada entre o sistema imunologico € o
tecido no qual ocorreu a lesdo (COTRAN et al., 2006). Este processo pode ser encarado como
um mecanismo de defesa do organismo, permitindo abrir caminhos para os processos de
reparagdo, com a cicatrizagdo ¢ a regeneragdo do tecido afetado (TIZARD, 2002). Entretanto,
apesar de extremamente necessario, esse processo podera em determinadas situagdes se
exacerbar, levando a efeitos deletérios (GILMAN et al., 2006). Assim, inflamacao ¢ um termo
geral usado para as mudancas que podem ocorrer nos tecidos vascularizados, como resposta a

danos teciduais, infecgdes ou reagdes imunologicas (SPINOSA et al., 2006).

De modo geral, o processo inflamatério compreende trés fases. A fase aguda
caracteriza-se pelos eventos vasculares, observando-se a vasodilatacdo local e o aumento da
permeabilidade vascular; a fase tardia onde se observa a migragao celular, com a infiltragao
de leucocitos e células fagocitarias e a fase proliferativa cronica, na qual ocorre degeneragdo
tecidual e fibrose, podendo causar a dor através da ativagdo e sensibilizacdo de nociceptores

(LEES et al., 2004).

Na fase aguda, a inflamacao ¢ de curta duragdo e apresenta os sinais cardiais: a dor, o
calor, o rubor, o tumor e a perda da funcdo. A fase cronica perdura por um periodo
indeterminado, variando de acordo com os tipos de mediadores celulares e humorais
envolvidos. As modificagdes decorrentes da liberacdo destes mediadores levam ao
intumescimento tecidual, devido ao extravasamento de proteinas plasmadticas, com
conseqliente saida de agua para o tecido e a penetracdo de células inflamatorias, a fim de

neutralizar o agente nocivo (GILMAN et al., 2006; SPINOSA et al., 2006).

Para que ocorra este processo, varios sao os mediadores quimicos envolvidos, que
podem ser de origem tissular, como as aminas vasoativas, fator de ativagdo plaquetaria (PAF),
eicosanoides, citocinas, radicais livres superoxidos, 6xido nitrico (NO) e neuropeptideos; ou
de origem plasmatica, como os sistemas de coagulagdo, do complemento, das cininas e

fibrinolitica (RANG et al., 2007).



Estes mediadores sdao responsaveis pelos eventos vasculares, permitindo a
vasodilatacdo, a estase vascular e o aumento da permeabilidade capilar; além de garantir a
migracdo de leucocitos da circulagdo para o tecido inflamado e coordenar as variadas
respostas de defesa local. Alguns desses mediadores tém a capacidade de estimular neurdnios
sensoriais locais, contribuindo para o surgimento da nocicepgdo. Porém, é possivel que a
inflamacao ultrapasse certos niveis, permitindo que quantidades suficientes desses mediadores
endogenos penetrem na circulacdo sistémica, se disseminando pelo sangue e provocando uma
variedade de reagdes, chamadas de resposta de fase aguda, sendo definida como uma resposta
multifatorial do organismo. Estas respostas envolvem mudancas na concentragdo plasmatica
de proteinas hepaticas, hormdnios, metabolitos intermediarios, neutrofilia e alteragdo do set
point cerebral de controle dos sinais de doenga, os chamados “comportamento de doenga” que
inclum o desenvolvimento da febre, a perda do apetite, o aumento do ciclo de sono, a
diminui¢do da atividade motora, a reducdo da libido ¢ a diminui¢do do comportamento de

alerta (ROTH et al., 2009).

Dentre as citocinas liberadas no momento do trauma, existe o fator de necrose tumoral
(TNFa) que induz a liberagdo de outras citocinas, destacando-se a interleucina 1-Beta (IL-1p)
e a interleucina 8 (IL-8). A IL-1pB promove a ativacdo da enzima cicloxigenase (COX)
responsavel pela produgdo de prostaglandinas - PGs, prostaciclinas - PIs e tromboxanos —
TXs, enquanto a IL-8 atua na liberacdo local de aminas simpatomiméticas (BASBAUM;

JULIUS, 2006; VERRI et al., 2006) (Figura 1).
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~
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Figura 1: Liberacdo de mediadores por diferentes estimulos como carragenina (Cg), LPS ou
antigenos (Ag) (Adaptado de VERRI et al., 2006).

Com o acumulo local de prostaglandinas, tromboxanos e outros mediadores quimicos,

como as aminas simpatomiméticas e a substancia P, nociceptores sensitivos primarios (NSP)



sao induzidos, aumentando sua sensibilizacdo. Isto ocorre devido a queda do limiar de
ativacdo destes nociceptores e pela facilitagdo da conducdo neuronal por tornar funcionais
uma familia de canais de sédio, denominadas tetrodoxina-resistentes (TTX-r). Esses canais
parecem ser especificos dos neurdnios nociceptivos inflamatérios (BASBAUM; JULIUS,

2006).

2.2 O Acido Araquidénico e os Eicosanoides

O é4cido araquidonico (AA) é um acido graxo de 20 carbonos, contendo quatro duplas
ligagdes, que apresenta papel regulador chave na fisiologia celular. E liberado a partir de
fosfolipidios de membrana através da enzima fosfolipase A, (PLA;), que pode ser ativada por
diversos estimulos quimicos, inflamatorios, traumdticos e mitogénicos, que também ativam
citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina 1 (IL-1) (BROOKS et al., 1999, HILARIO et
al., 2006). O AA pode ser metabolizado pela via das cicloxigenases, dando origem a formagao
de prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PIs) e tromboxanos (TXs) ou pela via das
lipoxigenases levando a sintese dos leucotrienos (LTs) e lipoxinas (LEES et al., 2004;

GILMAN et al., 2006; KATZUNG, 2006; RANG et al., 2007; YEDGAR et al., 2007).

Os produtos do metabolismo do acido araquidonico por estas duas vias enzimaticas
sdo chamados de eicosanodides, constituindo uma grande familia de compostos formada pelas
PGs, PIs, TXs e LTs, que possuem elevada poténcia e garantem um amplo espectro de
atividades bioldgicas (Figura 2). Os eicosandides desempenham importante fun¢do na indugdo
e na facilitacdo de patologias, principalmente as doencas inflamatdrias, tendo por isso, a
supressao de suas acdes sido um dos principais alvos e objetivos terapéuticos para o

desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorias (KATZUNG, 2006; YEDGAR et al., 2007).
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Figura 2: Cascata inflamatdria a partir do acido araquidonico (Adaptado de SPINOSA et
al., 2000).

2.3 Via das Cicloxigenases e das Lipoxigenases

A cicloxigenase (COX) ¢ a enzima chave na sintese de prostaglandinas - PGs a partir
do seu precursor, o acido araquidonico - AA (BOTTING, 2006; KVATERNICK et al., 2007).
O sitio cicloxigenase promove a oxidagdo do AA em prostaglandina G;, que por sua vez €
reduzida ao intermedidrio instavel H, pelo sitio peroxidase, que ndo ¢ inibido pelos anti-
inflamatorios ndo esterdides (AINES) (BROOKS et al., 1999). As prostaglandinas G, ¢ H,
sdo compostos intermediarios € quimicamente instaveis e sdo convertidas pelas isomerases
tissulares especificas em multiplos prostanodides (PGD,, PGE,, PGF,,, PGIl,, TXA, e TXB)).
Entretanto, a maioria dos tecidos ¢ capaz de converter PGH, em apenas alguns desses
produtos finais, dependentemente do tipo de isomerase presente em cada tecido (HILARIO et

al., 2006; FILHO; RAHAL, 2008, KING et al., 2009).



As PGs possuem grande diversidade de receptores especificos e varios mecanismos
reguladores, atuando no papel central na inflamacdo, coagulacdo sangiiinea, angiogénese,
ovulacdo, parturicdo, metabolismo dsseo, crescimento € no desenvolvimento neuronal, na
cicatrizacdo de feridas, na fungdo renal, no tonus vascular e nas respostas imunes (KUMMER;
COELHO, 2002; KVATERNICK et al., 2007). J4 o tromboxano A,, um prostanoide instavel
com meia-vida curta (aproximadamente 30s), ¢ convertido ndao enzimaticamente em
tromboxano B,, um composto estavel e relativamente inativo (Figura 2). A prostaglandina ou
prostaciclina I, também ¢ instavel, porém com meia-vida de trés minutos, sendo convertida

em um composto com menor atividade, a PGF,, (BOTTING, 2006).

Sdo encontradas pelo menos duas isoformas de enzima cicloxigenase: a COX I e a
COX II, que desempenham no organismo diferentes fungdes fisioldgicas (LEES et al., 2004).
A COX I apresenta 17 aminoacidos em sua cedia peptidica amino-terminal, enquanto a COX
IT apresenta 18 aminoacidos na por¢ao carboxi-terminal. Embora sejam muito semelhantes na
estrutura protéica, essas enzimas sao codificadas por genes diferentes. A COX I e a COX II
tém aproximadamente 60% de homologia genética e seus genes estdo localizados nos
cromossomos 9 e 1, respectivamente. O sitio ativo da COX II ¢ mais largo em
aproximadamente 27% (HILARIO et al., 2006; MARNETT, 2009). O sitio de ligacdo da
COX I apresenta na posi¢do 523 da cadeia protéica uma molécula de isoleucina, ao passo que
a COX II tem uma pequena molécula de valina. Essa mudanca ¢ que torna o sitio de ligacao

da COX II mais largo e mais acessivel (KVATERNICK et al., 2007).

A COX I esta presente em quase todos os tipos de células, com excegdo do eritrdcito e
¢ chamada de constitutiva, levando a formacao das PGs, principalmente, as relacionadas com
acoes fisiologicas como protecdo gastrica, agregacdo plaquetdria, homeostase vascular e
manuten¢do do fluxo sanguineo renal. Essa isoforma faz parte da constituigdo do trato
gastrointestinal, sendo associada a producdo de muco protetor e inibi¢do da secrecdo acida
gastrica, sendo que nas plaquetas estd associada a sintese do tromboxano A, um mediador
que favorece a agregacdo ¢ a adesdo plaquetaria. Assim, farmacos que inibem essa isoforma
causam diversos distirbios no trato digestivo e podem estar associadas ao risco de
sangramento cutaneo e gastrointestinal como efeito adverso (KUMMER; COELHO, 2002;
LEES et al., 2004; BRICKS; SILVA, 2005; FRANCO et al., 2006; HAZEWINKEL et al.,
2008; STEAGALL et al., 2009).



Os produtos originados pela cisdo do AA através da COX II levam a formacao de PGs
que participam de eventos inflamatorios, algésicos e térmicos. A expressao desta enzima
ocorreria apos o estimulo inflamatorio nas células migratérias e tecidos lesados, por isso foi
chamada de indutiva. Esse estimulo estd relacionado & presenca de citocinas, fatores de
crescimento e estimulantes tumorais, sugerindo sua relevancia no cancer € em processos
inflamatorios (KUMMER; COELHO, 2002; FRANCO et al., 2006; HAZEWINKEL et al.,
2008; STEAGALL et al., 2009). E induzida pelas citocinas pro-inflamatérias como IL- 1, IL-
2, TNFa, e outros mediadores nos sitios de inflamag¢dao, como fatores de crescimento ¢
endotoxinas. As citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-10 e a IL-13, assim como oS
farmacos glicocorticoides inibem a expressao de COX II. (VANE et al., 1998; KUMMER;
COELHO, 2002; HILARIO et al., 2006; MARNETT, 2009).

Diversos estudos tém relatado pelo menos duas fungdes importantes das
prostaglandinas pro-inflamatérias na inflamagdo. Primeiro, elas dilatam as arteriolas,
aumentando o fluxo sanguineo para a area de lesdo e, embora sua capacidade de aumentar a
permeabilidade capilar a proteinas plasmaticas por a¢do direta seja limitada, elas agem
sinergicamente com outros mediadores, tais como a histamina e a bradicinina, que também
aumentam a permeabilidade vascular. Em segundo lugar, as PGs, principalmente PGE,,
potencializam as a¢des de varios mediadores que induzem a dor, incluindo a bradicinina e a
histamina, que sdo liberados nos locais da inflamagdo promovendo a estimulacdo dos

nociceptores (Figura 1) (LEES, 2003).

A COX II esta também relacionada as agdes fisiologicas mantenedoras da homeostase
em diferentes tecidos como: utero, cartilagens, ossos, rins, ovario e endotélio vascular
(KUMMER; COELHO, 2002; BRICKS; SILVA, 2005; HILARIO et al., 2006; PAPICH,
2008; STEAGALL et al., 2009). Sua presenca também ¢ observada no sistema nervoso
central, sendo expressa de forma fisioldgica no cértex, no hipocampo, no hipotadlamo e no
cordao espinhal. Esta isoforma auxilia no desenvolvimento das fung¢des cerebrais normais da
atividade sindptica (neurotransmissdo) ¢ na consolidagdo da memoria (VANE et al., 1998;
KUMMER; COELHO, 2002; SPINOSA et al., 2006). Ja no tecido renal ela estd presente na
macula densa e nas células intersticiais da medula renal, responsabilizando-se pela
manuten¢do dos niveis de reabsor¢cdo de sodio e de dgua, devido a liberacdo de renina da
macula densa. No sistema vascular assegura a produgdo de prostaciclinas, que produzem

efeitos vasodilatadores e que evitam a agregacdo plaquetaria, mantendo taxa de filtracdo



glomerular e o fluxo sanguineo renal (MATHEWS et al., 1990; KUMMER; COELHO, 2002;
CLARK, 2006; SPINOSA et al., 2006).

Atribui-se que os efeitos secunddrios indesejaveis de farmacos anti-inflamatorios
sobre o estdbmago e os rins sdo provavelmente devido a inibicio da COX-I e
consequentemente o beneficio pela inibi¢do da COX-II (ENGELHARDT, 1996). Contudo,
ficou comprovado ndo existir uma divisdo tdo precisa nas atividades das duas isoformas
(CARVALHO et al., 2004) e, embora se saiba que a COX II possui propriedades pro-
inflamatorias, a resposta inflamatoria total é produzida tanto pela COX II como pela COX I

(LEES et al., 2004; HILARIO et al., 2006).

Na via da lipoxigenase (LOX), os produtos iniciais sdo gerados por trés diferentes
LOX, que estdo presentes em apenas alguns tipos de células (COTRAN et al., 2006). As
lipoxigenases sao encontradas nos pulmdes, plaquetas, mastocitos e leucocitos, estando
presentes principalmente no citosol. A 5-lipoxigenase ¢ a principal enzima deste grupo,
atuando sobre o acido araquidonico e produzindo o 4cido 5-hidroperoxieicosatetraenodico (5-
HPETE), um composto quimiotatico para leucocitos, que é convertido em leucotrieno Ay
(LTA4). O LTA4 (GOODMAN et al., 2009), pode ser convertido em leucotrieno B4 (LTB4) ou
em uma série de cisteinil-leucotrienos, LTC4, LTD4 € LTE4. Os cisteinil-leucotrienos sido
produzidos principalmente por eosinofilos, mastdcitos, basofilos e macréfagos, enquanto que
o LTB,4 ¢ produzido principalmente por neutréfilos e macréfagos (GILMAN et al., 2006;
KATZUNG, 2006; RANG et al., 2007).

O LTB4 ¢ um importante agente responsavel pelo aumento da permeabilidade
vascular, causa aderéncia, quimiotaxia e ativagdo de polimorfonucleares e monécitos, além de
estimular a proliferagao de macrofagos e linfocitos e a producao de citocinas por essas células
(GOODMAN et al., 2009). Os cisteinil-leucotrienos provocam vasodilatagdo na maioria do
leito vascular, vasoconstri¢do corondria e contracdo do musculo bronquico, sendo por isso
muito importantes na asma (BERTOLINI et al., 2002). Os LTC4 ¢ LTD4 causam edema

decorrente do aumento da permeabilidade microvascular (ISHII et al., 1994).



2.4 Citocinas e Quimiocinas no Processo Inflamatorio

As citocinas possuem papel essencial na formacdo dos sinais locais ou sistémicos de
inflamagdo. Sdo polipeptideos produzidos por diferentes tipos celulares, principalmente
linfocitos e macrofagos ativados, bem como células do endotélio, epitélio e tecido conjuntivo,
em resposta a uma variedade de estimulos desencadeados por virus, parasitas, bactérias e seus
produtos ou em resposta a outras citocinas. Modulam fung¢des celulares e sdo produzidas
durante respostas imunes e inflamatorias, sendo sua secre¢do transitdria e estreitamente

regulada (COTRAN et al., 2006).

As quimiocinas sdo consideradas citocinas de um grupo particular, com propriedades
quimicas e funcionais especificas, importantes nos processos de quimiocinese, capazes de
estimular o movimento leucocitario e a quimiotaxia, que ¢ o movimento dirigido dessas
células para o foco inflamatorio. Interleucinas (IL), quimiocinas, interferons (IFN), fatores
estimulantes de coldnias, fatores do crescimento e fatores de necrose tumoral (TNF) sdo
superfamilias que compreendem mais de 100 citocinas (COTRAN et al., 2006; RANG et al.,
2007).

Embora muitas citocinas possuam func¢des multiplas, pode-se agrupa-las em cinco
classes de acordo com sua fun¢do principal ou natureza de células-alvo: (1) citocinas que
regulam a fun¢do de linfocitos; (2) citocinas envolvidas na imunidade natural; (3) citocinas
que ativam células inflamatorias; (4) quimiocinas e (5) citocinas que estimulam a

hematopoiese (COTRAN et al., 2006).

De modo geral, esses mediadores sdo fundamentais para desenvolvimento da dor e da
inflamacgao. As primeiras citocinas descritas na fisiopatologia do processo inflamatério foram:
IL-1B, TNF-a, IL-6 e as quimiocinas, IL-8, quimiocina quimio-atraente de neutrdfilos 1
(CINC-1) e quimiocina derivada dos queratindcitos (KC) (VERRI et al., 2006). A IL-1B e o
TNF-a participam das reagdes pro-inflamatdrias agudas e cronicas, assim como dos processos
de reparo e de resolucdo. Sao principalmente produzidas por macréfagos ativados e podem
estimular, secundariamente, a liberagao de mais citocinas (COTRAN et al., 2006; RANG et
al., 2007).



A IL-1B estimula o recrutamento de células da série branca sanguinea, auxilia na
producao de febre (pirdgeno endogeno), na liberagao de proteinas de fase aguda e no aumento
da permeabilidade dos vasos sanguineos (DINARELLO, 1984; 1998), também estimula a
expressdo de COX II e, como conseqiiéncia, a formagao e liberagdo de prostandides, que tém
importante papel na sensibilizacdo dos nociceptores, mostrando que indiretamente, a IL-1p

também atua como mediador hipernociceptivo (VERRI et al., 2006).

O TNF-a ¢ produzido rapidamente e em grande quantidade, principalmente por
macrofagos, apos o estimulo inflamatdrio, interagindo com a célula alvo através de uma
ligacdo de alta afinidade com os receptores TNFR1 (receptor de TNF, tipo 1) e TNFR2
(receptor de TNF, tipo 2). Sua ligacdo ao receptor TNFR1 garante a migragdo de neutrofilos,
o choque induzido por endotoxinas e a dor neuropdtica apds lesdo do nervo, enquanto que a
ligacdo ao TNFR2 influencia a apoptose celular e a necrose. O TNF-a induz hipernocicepgao
em ratos através de duas vias independentes e paralelas, uma envolvendo o estimulo a
producdo de IL-1P, com consequente liberacdo de prostanoides, e a outra através ativacao da
quimiocina CINC-1 (quimiocina de ratos, analoga a IL-8 em humanos), com consequente
liberagdo de aminas simpatomiméticas. Desta forma, os prostandides e as aminas
simpatomiméticas sdo os mediadores finais da hipernocicep¢do inflamatoria (Figura 1)

(VERRI et al., 2006).

A IL-6 é uma citocina com varias células alvo e muitas atividades bioldgicas, estando
envolvida principalmente na regulagdao das respostas inflamatoria e imune. Foi demonstrado
por Cunha e colaboradores (1992) que o anticorpo contra IL-6 inibe a hipernocicepgado
mecanica causada pelo TNF-a em ratos, sugerindo que o TNF-a e as IL-6 e IL-1p precedem,
sequencialmente, a liberagdo de prostandides (VERRI et al., 2006). Os maiores indutores da

biossintese de IL-6 sdo o TNF-a e a IL-1p (CHALI et al., 1996).

As quimiocinas sdo quimioatratores para tipos especificos de leucocitos, possuindo
semelhancas em suas sequéncias de aminodcidos. S3o classificadas em quatro classes
principais, que tem atividades biologicamente distintas: (1) quimiocinas C-X-C ou a; (2)
quimiocinas C-C ou f; (3) quimiocinas C ou v; e (4) quimiocinas CX3C (COTRAN et al.,
2006; RANG et al., 2007).
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Quanto aos interferons, existem trés classes: INF-a, INF-B e INF-y. Possuem
atividades antivirais e antitumorais e sao liberados por células infectadas por virus (RANG et

al., 2007).

2.5 Aminas Simpaticas

A histamina e a serotonina sdo de grande importancia porque se encontram disponiveis
em reservas pré-formadas estando, portanto, entre os primeiros mediadores a serem liberados

apos o estimulo infamatorio (Figura 3) (RANG et al., 2007).

A histamina ¢ amplamente distribuida nos tecidos, estando presente nos mastocitos,
nos basofilos e nas plaquetas sanguineas. A histamina presente nos granulos de mastocitos ¢
liberada por desgranulagdo dessas células, em resposta a uma variedade de estimulos como:
(1) lesao fisica por traumatismo, frio, ou calor; (2) reagcdes imunes envolvendo a ligagao de
antigenos aos mastocitos; (3) fragmentos do complemento denominados anafilatoxinas; (4)
proteinas de liberagdo da histamina derivadas dos leucocitos; (5) neuropeptidios; e (6)
citocinas (Figura 3). A histamina ¢ considerada o principal mediador na fase imediatamente
apos a lesdo, aumentando a permeabilidade vascular, produzindo lacunas venulares, atuando
sobre a microcirculagdo, principalmente através da interagdo com receptores H; (COTRAN et

al., 2006; RANG et al., 2007), e estimulando nociceptores (LEES, 2003).

A serotonina ¢ o segundo mediador vasoativo pré-formado, possuindo agdes
semelhantes as da histamina. Estd presente nas plaquetas e nas células enterocromafins e, em
roedores, também nos mastdcitos (Figura 3). Sua liberagdo ¢ estimulada quando as plaquetas
se agregam apods contato com colageno, trombina, difosfato de adenosina (ADP) e complexo
antigeno-anticorpo. Também sdao estimuladas pelo fator ativador plaquetdrio (PAF),
proveniente dos mastocitos durante reacdes mediadas por IgE, resultando em aumento da

permeabilidade durante reagdes imunologicas (COTRAN et al., 2006; RANG et al., 2007).
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Figura 3: Lesao tissular e acdo de mediadores pré-formados (adaptado de NESTLER et al.,
2001).

2.6 Neurotransmissores

Os neuropeptidios sao neurotransmissores liberados imediatamente apds a estimulacdo
dos nociceptores presentes nas fibras nociceptivas aferentes primarios. Estes, por sua fez,
podem atuar sobre as proprias células nervosas, regides medulares especificas, ¢ sobre o

tecido adjacente.

Dentre os peptideos envolvidos no processo inflamatério e que também estdo
relacionados com a dor podemos citar a substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP). Existem outros mediadores que também modulam a transmissdao

nociceptiva, dentre os quais, o glutamato (GLU) possui grande importancia (Figura 3).

A SP ¢ um peptideo integrante da familia das taquicininas e também estd envolvida na
transmissao nociceptiva de fibras aferentes primarias, como a fibra do tipo-C (DICKENSON,
1995). E encontrada em altas concentragdes nas terminagdes aferentes da medula espinal,
atuando como um mediador da primeira sinapse da transmissdo dolorosa (VELAZQUEZ et
al., 1997). Sua atividade ¢ permitida pela interagcdo com receptores NK1 ¢ NK2 (GOUDET et

al., 2008; ZHANG et al., 2009). A sua infusdo intratecal induz os animais a0 comportamento
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de lamber, sacudir ou morder o membro administrado, indicando nocicepcao, e sugerindo

papel estimulatério da via nociceptiva (BJORKMAN, 1995).

A lesdo tissular desencadeia a sintese e liberagdo de SP, que produzira no tecido
periférico agdes vasculares pro-inflamatorias muito relevantes (FERREIRA, 1995). Ela
promove vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, atracdo de células do sistema
imune para o local da lesdo e degranulagdo dos mastocitos com liberacdo de diversos
neuromediadores. Desta forma, a SP contribui para a expansdo do processo inflamatorio,
aumentando do campo receptivo para fibras nervosas adjacentes a 4area lesionada,
contribuindo para o processo de hiperalgesia e alodinia (OTTEN, 1980). A SP, assim como
outros neupepitideos, aparece também para prolongar as a¢gdes do glutamato (KANDEL et al.,

2000), (Figura 3).

O CGRP, assim como a SP, ¢ sintetizado e liberado principalmente pelas fibras
nociceptivas aferentes primarias do tipo ndo-mielinizada, como as fibras-C, possuindo agdes
modulatdrias na transmissdo nervosa em nivel de sistema nervoso central e na inflamacao

periférica.

Perifericamente, 0 CGRP ¢ um potente vasodilatador (RANG, 2007), com ac¢des
relativamente intensas e de longa duracdo, contribuindo para o estabelecimento do processo
inflamatorio (VINCENT, 1992). Apesar de ndo provocar o extravasamento protéico, o CGRP
pode aumenta-lo por favorecer as acdes da SP (GREVES, 1985).

O CGRP, na medula espinhal, atua sobre receptores CGRP1 e CGRP2, onde, apos
uma série de eventos intracelulares, permite a fosforilagdo de receptores AMPA, que aumenta
a excitacdo neuronal, contribuindo com o estabelecimento da hiperalgesia. Ele facilita a
nocicepg¢ao por retardar o metabolismo da SP e, também, aumentar a liberagdo de SP e de

glutamato nas terminacdes centrais das fibras aferentes primarias (OLIVEIRA, 2010).

O GLU ¢ um aminoacido excitatério, que pode ser encontrado em quantidades
consideraveis na medula espinhal. E sintetizado e liberado pelas fibras nociceptivas aferentes
primarias mielinizadas e ndo-mielinizadas (HEADLEY; GRILLNER, 1990). Em muitas
sinapses a liberagcdo de glutamato ¢ conjunta com a liberagao da SP. Aproximadamente 75%

da transmissdo excitatoria no sistema nervoso central ¢ feita pelo glutamato (MAI, 2007).
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Trés tipos de receptores para o glutamato foram identificados: N-metil-D-aspartato
(NMDA), cainato e 4cido DL-a-amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazole-propionico (AMPA). Os
dois ultimos receptores sdo do tipo ionotrépico (BJORKMAN, 1995).

A transmissao de estimulos agudos, mecanicos ou térmicos, por fibras do tipo C
parece envolver somente o receptor AMPA. Apds o receptor NMDA ser ativado, estes
estimulos poderdo ser prolongados e/ou sua freqiiéncia pode ser aumentada pela liberagdo de
transmissores que contribuem para a transmissdo nociceptiva, podendo contribuir para a
hiperalgesia (DICKENSON, 1995). Existem evidéncias de que uma retroalimentacao positiva,
do glutamato nas fibras aferentes primadrias, através receptores NMDA pré-sinapticos,
contribuiria com a hiperalgesia por garantir um estado de sensibilizacdo central (LIU et

al.,1994; 1997; PARADA et al., 2003).

Se a estimulacdo de fibras-C for repetitiva e/ou de alta frequéncia (>0,33Hz),
desencadear liberacao sustentada de glutamato e neuropeptideos, como SP e CGRP, na fenda
sinaptica. Isto ira promover uma ativagao persistente de receptores AMPA, especialmente nos
neurdnios de variacdo dinamica ampla (WDR), com consequente despolarizacao progressiva
de receptores NMDA. Com isso, ha uma resposta ampliada e prolongada aos impulsos
noxicos subsequentes, caracterizando a sensibilizacdo central e permitindo o desenvolvimento
da hiperlgesia. (SORKIN; WALLACE, 1999; KHASABOV et al., 2002; D’MELLO;
DICKENSON, 2008).

2.7 Dor Inflamatoria

Inimeros mediadores envolvidos no processo inflamatorio sdo responsaveis pelos
eventos vasculares da inflamacdo, podendo, muitos deles estimular os neurdnios sensoriais
locais, contribuindo para o aparecimento da dor (GILMAN et al., 2006; SPINOSA et al.,
2006; RANG et al., 2007; ROTH et al., 2009).

Os mecanismos promotores da dor, atuantes nas diferentes etapas da resposta a
estimulos dolorosos, sdo essencialmente similares entre os animais e o homem, apesar de
existir uma idéia de que os animais sao mais tolerantes a dor quando comparado aos humanos.

Essa idéia deve ser extinta ndo somente devido aos neurotransmissores compartilharem os
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mesmos fundamentos de funcionamento, mas também pelo fato dos mecanismos necessarios
para desencadear as respostas serem diferentes ndo somente entre animais ¢ homem, como

entre diferentes pessoas (OTERO, 2005).

A dor ¢ uma sensa¢do extremante importante, pois permite a consciéncia de que a
integridade do organismo esta sendo ameagada ou que corre alguma disfuncao (FERREIRA et
al., 2010), porém, por outro lado, pode trazer consigo consequéncias desagradaveis como
sofrimento, estresse, prejuizos nas relacdes sociais e econdmicas, devendo, portanto, ser
rapida e efetivamente controlada e tratada (LOESER; MELZACK, 1999; BRENNAN et al.,
2007).

Especificamente, a dor ndo ¢ uma resposta somente relacionada a lesdo tecidual. Ela
possui aspectos subjetivos, referente a experiéncia dolorosa que passaram a ser cada vez mais
considerados (LOESER; MELZACK, 1999). Deste modo, a dor abrange dois componentes: a
nocicepcao e a percep¢do. A percepgdo seria uma fungdo interativa (os aspectos subjetivos)
modulada pela emocdo, motivagdo, condicdo psicologica e historia de vida do individuo,
enquanto a nocicepgdo resultaria da lesdo, com consequente liberacdo de mediadores
inflamatérios e ativacdo dos sistemas nervosos periférico e central (VERRI et al., 2006).
Contudo, estes aspectos subjetivos da dor ndo sdo faceis de serem avaliados em animais, pelo
fato de ndo verbalizarem suas sensa¢des (TJOLSEN; HOLE, 1997; PERL, 2007), obrigando a
substituir os termos dor e analgesia, que representam uma experiéncia subjetiva mais
adequadamente empregada para o ser humano, por nocicep¢ao e antinocicep¢ao, quando
utilizados para os animais (JONES, 1992; MILANO, 2008). Assim, pode-se dizer que a dor ¢
uma percepcdo, sendo mais preciso falar de estimulos nociceptivos (noxa: lesdo ou dano)

nociceptores (receptores para a dor) e vias nociceptivas (PELLEGRINO, 2005).

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (International Associaton for the
Study of Pain, IASP) definiu dor como sendo “uma experiéncia sensorial e/ou emocional
desagradavel, associada ou ndo ao dano potencial dos tecidos”. Ela também definiu dor aguda
como sendo um desagradavel e complexo conjunto de experiéncias sensoriais, perceptivas e
emocionais, relacionadas com respostas autondmicas, produzidas por danos as estruturas
somaticas ou viscerais, € a dor cronica, como sendo aquela que persiste ao curso natural de
um dano agudo, concomitantemente com processos patologicos duradouros, intermitentes ou

repetitivos, no prazo de 3 a 6 semanas ou inclusive meses (OTERO, 2005). Deste mesmo
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modo, a IASP redefiniu a sensibilizacdo dos nociceptores em alodinia, que corresponde a uma
resposta dolorosa a estimulos inodcuos, e hiperalgesia, que seria a resposta dolorosa aumentada

a um estimulo previamente doloroso (FERREIRA et al., 2010).

Quando desencadeada pelo processo inflamatério, a dor € resultante, basicamente, da
participagdo de mediadores inflamatérios especificos, oriundos do tecido danificado, com os
neurdnios sensoriais nociceptivos periféricos. Estes mediadores podem ndo somente
sensibilizar estes nociceptores, como também pode desencadear a propria resposta dolorosa

(HARDY et al., 1950; BIORKMAN, 1995).

Esta resposta dolorosa ou simplesmente nocicepc¢ao, de maneira geral ¢ decorrente da
transformagdo dos estimulos em potenciais de acdo que, a partir das fibras nervosas
periféricas, sdo transferidos para o sistema nervoso central de forma bem organizada (RANG
et al., 1991; FERREIRA, 2008). Desta maneira, a dor pode ser resultante da acao de estimulos
desencadeantes como quimico, térmico ou mecanico, ou de um mediador inflamatorio, como
a bradicinina, que ativa os neurdnios periféricos sensibilizados (HARDY et al., 1950),
devendo, ambos, exceder um limiar, para que seja interpretado por este sistema sensorial
como nociceptivo (BIORKMAN, 1995). Estes estimulos sdo recebidos pelos nociceptores
localizados nas extremidades periféricas das fibras nervosas aferentes, que sofrem
modificacdes funcionais de sua excitabilidade neuronal apds o contato com mediadores
inflamatorios. Estes mediadores podem ser liberados pelas células danificadas no trauma ou
ap6s o reconhecimento de um antigeno no organismo por células residentes, como os

macrofagos (FERREIRA, 1993; RIBEIRO et al., 2000).

Entdo, para que ocorram estas modificacdes funcionais € necessario que os mediadores
inflamatérios, como as prostaglandinas e aminas simpaticas, atuem em receptores presentes
nos neurdnios nociceptivos, ativando vias de sinaliza¢do intracelular, como a via da adenosina
monofosfato ciclico (AMPc); e das proteinas quinases A (PKA) e C (PKC), promovendo a
sensibilizacdo neuronal (FERREIRA; NAKAMURA, 1979; TAIWO et al., 1989; ALEY;
LEVINE, 1999; ALEY et al., 2000). Estas proteinas quinases quando ativadas, modificam o
limiar de ativagdo de varios canais ionicos, como os de sodio (Na"), potassio (K') e calcio
(Ca™), induzindo alteragdes nos potenciais de repouso e diminui¢io do limiar de ativacio da

membrana (OKUSE, 2007; FERREIRA et al., 2010). Deste modo, com a sensibiliza¢do dos
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nociceptores, aumenta-se a probabilidade da acdo de estimulos anteriormente indcuos ou

pouco efetivos (SCHOLZ; WOOLF, 2002; HOLDEN; PIZZ1, 2003; FERREIRA et al., 2010).

Os nociceptores, que permitem a ativacdo neuronal, estdo localizados nas fibras
sensoriais periféricas, que por sua vez, dirigem-se ao sistema nervoso central. Com isto,
forma-se o sistema nociceptivo, que ¢ um segmento do sistema nervoso que possui fibras
nervosas caracteristicamente distribuidas nos tecidos, sendo responsaveis pela informacao
dolorosa (RANG et al., 1991). Dentre estas fibras, a A-delta (Ad) e a C estdo associadas a
inflamacdo e s3o capazes de transduzir impulsos provenientes de estimulos quimicos,
térmicos e mecanicos, em impulsos elétricos, que sao transmitidos ao sistema nervoso central,
apods a sua sensibilizacdo. As fibras Ad s@o mielinizadas e permitem uma rapida transmissao
de estimulos (cerca de 12 a 30 m/segundo) que perdura por um curto periodo, enquanto que as
fibras C, ndo mielinizadas, transmitem seus impulsos mais lentamente (cerca de 0,5 a 2
m/segundo) por um periodo mais longo (Figura 4) (RANG et al., 1991; JULIUS; BASBAUM,
2001).

A B
Fibra Ad : | m
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Irtensidade
da dor

Vel. 12/30m/s Tempo
Estimulo
Nocivo
L]
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\l ) Fibrac 0 £5
{ ::
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Figura 4: (A) Demonstra a mielinizagdo da fibra A, e a desmielinizagdo da fibra C assim
como suas respectivas velocidade de conducdo. (B) A fibra Ad ¢ responsavel pela produgdo
do estimulo doloroso de elevada intensidade por um periodo curto, enquanto que a fibra C ¢
responsadvel pela producdo do estimulo doloroso de moderada intensidade, porém por um
periodo mais longo.
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Estas fibras nervosas, Ad e C, sao denominadas de neurOnios aferentes primarios e
possuem seu centro metabolico localizado em seu corpo celular, que por sua vez esta presente
no ganglio de sua raiz dorsal (GRD). A partir de cada GRD sai um prolongamento axonico
que se divide em dois troncos, um se dirigindo para os tecidos periféricos e o outro para a
medula espinhal (no caso dos nervos espinhais) ou para o tronco encefalico (no caso dos
nervos cranianos) (DEVOR, 1999), de modo que a informacdo sensorial gerada apos
estimulacdo periférica passara pelo GRD e alcangarad a medula espinhal pelo seu lado dorsal
(Figura 3) comunicando-se com o segundo neurdnio (ou neurénio de segunda ordem) em
regides bem especificas do corno dorsal da medula espinhal (MILLAN, 1999). Estes neronios
de segunda ordem projetam seus sinais até neuronios de terceira ordem, em regides supra-
medulares como o bulbo, a ponte, o mesencéfalo, o talamo e o hipotdlamo, que por sua vez
levam estes sinais para dreas subcorticais e corticais, onde a dor podera ser percebida (Figura

5) (LAMONT et al., 2000).

Cortex

Neurinios de 3° ordem

Cortex somatosensorial

Cerebelo

Medula espinhal Talamo

Tronco encefalico

Neurdnio de 2° ordem
Trato espinhal

Giinglio da raiz dorsal
Medula espinhal

Neurdnio de 1° ordem —;

Fibra nociceptiva
aferente primaria

LESAO

Periferia

Figura 5: Representagdo simplificada do processamento nociceptivo como uma cadeia de trés

neurdnios (adaptado de LAMONT et al., 2000).
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O cormo dorsal ou posterior da medula ¢ dividido com base em critérios
citoarquitetonicos em seis laminas: lamina I ou zona marginal; lamina II ou substancia
gelatinosa; laminas III e IV (nlcleo proprio) bem como, laminas V e VI (camada profunda).
As laminas I, II e V constituem as regides predominantemente implicadas na recepg¢ao,
processamento e transmissao rostral da informagdo nociceptiva, assim, as fibras C terminam
principalmente nas laminas I e II, enquanto as fibras Ad terminam nas laminas [ ¢ V (Figura
6) (GOMES, 2005). Estas laminas I e II também s3o chamadas de lamina de Rexed
(DUBNER; BENNETT, 1983; BESSON; CHAOUCH, 1987).

Fibra Ad .

Figura 6: Divisdo citoarquitetonica do corno dorsal ou posterior da medula, evidenciando os
locais preferenciais de término das fibras aferentes primarias Ao, C ¢ AP (adaptado de
NESTLER et al., 2001).

A comunicacdo entre o neurdnio primario € o neuronio secundario se da por meio da
liberagdo de diferentes neurotransmissores como a substancia P, aminodcido excitatorio
glutamato (GLU) (JU et al., 1987; BATTAGLIA; RUSTIONI, 1988; TRACEY et al., 1991;
SMITH et al., 1993), aspartato, peptideo relacionado ao gene da calcitonina, colecistocinina,
galanina, somatostatina (GOMES, 2005) ou por mecanismos ainda ndo reconhecidos
(FERREIRA et al., 2010). Este neur6nio secundério faz parte das vias que transmitem o
estimulo doloroso da medula até o encéfalo. O trato espinotaldmico ascendente, via mais
importante desta transmissao, esta localizado na substancia branca ventral contralateral ao
local de estimulacdo (BESTER et al., 2000), projetando-se para o tdlamo, onde se da a

percep¢ao de que existe uma sensagdo dolorosa (BEAR et al., 2002).
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Sendo assim, o efeito final deste estimulo produz uma resposta comportamental no
organismo. Esta resposta pode ser de reflexo, sendo automatica e sem intervengdes dos
centros superiores do sistema nervoso. Por outro lado, a0 mesmo tempo uma imagem
consciente deste estimulo ¢ produzida, passando assim a atuar com base nessa percep¢ao
(PELLEGRINO, 2005). A interpretagdo ou consciéncia da experiéncia da sensagdo da dor ¢
entendida como fungdo cortical, que analisa a informacao recebida em locais especializados
em detectar, localizar e determinar a intensidade do estimulo em areas corticais responsaveis

pela interpretagdo do processo doloroso (FERREIRA et al., 2010).

As modificacdes funcionais que os mediadores inflamatorios desencadearam nestes
neurdnios aferentes primdarios nociceptivos permitem o surgimento da hiperalgesia
inflamatoria (HARDY et al., 1950). Deste modo, os mediadores inflamatérios responsaveis
pela sensibilizacdo e/ou estimulacdo destas fibras nervosas sdo divididos em dois grupos:
mediadores hiperalgésicos intermediarios e os mediadores hiperalgésicos finais. Este primeiro
grupo de mediadores ¢ liberado no inicio e durante a inflamacao, sendo também responsaveis
pela liberacdo de outros mediadores intermediarios. J4 os mediadores do segundo grupo, que
interagem diretamente com os receptores especificos nos neurdnios aferentes primarios, sao
os responsaveis pelas modificagdes no limiar de ativagdo destas células nervosas
(FERREIRA; NAKAMURA, 1979; TAIWO et al., 1989; ALEY; LEVINE, 1999; ALEY et
al., 2000).

Dentre o grupo dos mediadores hiperalgésicos intermediarios com elevada
caracteristica inflamatdria pode-se citar as citocinas e as quimiocinas (descritas no item 2.4
desta revisdo) cuja presencga ¢ fundamental para este processo. As citocinas mais importantes
na hipernocicepgao sdo o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e as interleucinas 1 (IL-1) ¢ 8
(IL-8) (FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 1992; FERREIRA et al., 1993; WATKINS et
al., 1995). O TNF-q, citocina-chave do processo inflamatorio (CUNHA et al., 1992), ¢ o
precursor da liberagdo de IL-1 e IL-8 ou experimentalmente em ratos CINC-1 (CUNHA et al.,
1991), que por sua vez, sdo responsaveis pela liberagdo das prostaglandinas e aminas
simpatomiméticas (VERRI et al., 2006). Além das citocinas e quimiocinas, a bradicinina e os
fatores do complemento C3a e C5a, de origem peptidica e provenientes do plasma, também

sdo de grande importancia (FERREIRA et al., 2010).
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Quanto aos mediadores hiperalgésicos finais, dentre os mais importantes destacam-se,
os eicosandides (prostaglandinas e prostaciclinas), os leucotrienos, as aminas simpaticas, o
fator de agregacgao plaquetaria (PAF), a histamina e a serotonina (FERREIRA et al., 2010). A
nocicep¢do persistente decorrente de lesdo tecidual e/ou a observada em processos
inflamatorios, onde ocorre estimulagdo constante dos nociceptores, levara a alteragdes
plésticas no tecido nervoso periférico bem como a nivel central (SCHOLZ; WOOLF, 2002;
HOLDEN; PIZZI, 2003).

Assim, quando processos inflamatérios ndo sdo tratados ou os tratamentos sdo
ineficazes, a dor cronica decorrente contribui para o surgimento da alodinia, que pode ser
causada pela reorganizacdo anatdmica das fibras AP, que sdo fibras de baixo limiar
responsaveis por detectarem estimulos tateis indcuos. As terminagdes espinhais das fibras
aferentes primarias AP normalmente se localizam em laminas profundas do corno dorsal da
medula. A lesdao de fibras aferentes primarias de pequeno didmetro ocasiona um brotamento
de terminais das fibras AP para a lamina II, permitindo que neurdénios de segunda ordem
localizados nesta regido da medula espinhal, que fazem sinapse exclusivamente com fibras de
alto limiar, passem também a ser ativados por estimulos in6cuos (WOOLF; COSTIGAN,

1999; HILL, 2001).

Do mesmo modo, a estimulagdo excessiva de fibras aferentes e o consequente
aumento na producdo e liberacdo de mediadores excitatérios na medula espinhal, induz uma
redu¢do do mecanismo inibitério devido a perda de interneurdnios inibitorios opioidérgicos e
gabaérgicos, amplificando ainda mais o processo doloroso (MILLAN, 1999), gerando um
estado de hiperexcitabilidade da via nociceptiva, que contribui para o fendmeno
comportamental da alodinia e da hiperalgesia (WOOLF; COSTIGAM, 1999; WOOLF;
SALTER, 2000; HUCHO; LEVINE, 2007).

2.8 Compostos Pirazolicos
De origem sintética, os compostos pirazolicos sao constituidos em sua estrutura
quimica de um anel pirazolinico. Tal anel é composto por 5 (cinco) membros em seu

heterociclo, sendo as posi¢des um e dois ocupadas por dois atomos de Nitrogénio (Figura 7).

Estes compostos tem demonstrado eficacia no controle da dor por possuirem atividades anti-
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inflamatorias, analgésicas e antipiréticas (BORNE, 1995; GORSOY et al., 2000; MILANO et
al., 2008; SAUZEM et al., 2008).

4 3
/
5 .
.N.1/N2

:

Figura 7: Anel Pirazolinico.

Os compostos pirazolicos foram descobertos no ano de 1884, quando Ludwig Knorr,
um quimico alemdo, tentava sintetizar derivados quinolinicos de atividade antipirética.
Acidentalmente se obteve a antipirina, que possui atividades analgésica, antipirética e anti-
reumatica, porém, com elevada toxicidade. Pouco tempo depois, um derivado 3-metilamino
da antipirina foi sintetizado, chamado de aminopirina, sendo utilizado na Europa e nos
Estados Unidos como analgésico e antipirético, até surgirem relatos fatais de agranulocitose
associados ao uso deste composto (BORNE, 1995). Por estes motivos, até 1940, o interesse
por pesquisas com estes compostos foi baixo, até que foi sintetizada uma série de

pirazolidinodionas mais seguras (INSEL, 1996).

A fenilbutazona é o representante mais importante dessa série, possuindo alta
atividade anti-inflamatoria e tem seu uso restrito ao tratamento da espongilite anquilosante em
alguns paises devido aos seus efeitos colaterais (RANG et al., 2007). Em pacientes tratados
com fenilbutazona ja foram observados: nduseas, vomitos, desconforto epigastrico e, até

mesmo casos de agranulocitose associados a sua utilizacdo (INSEL, 1996).

No ano de 1921, ao se substituir uma das metilas do grupo amino da 5-pirazolona pelo
metilenosulfoxilato de soédio, o laboratorio Hoechst obteve a Dipirona, outro derivado
pirazolinico. Inimeros estudos em humanos e animais demonstraram que a dipirona possui
alto efeito antipirético, com moderada acdo analgésica e pouca atividade anti-inflamatoria
(LECANNELIER, 1976). Devido a seu baixo custo e alta eficacia, a dipirona se tornou
popular em paises em desenvolvimento e em alguns paises da Europa (ARELLANO;
SACRISTAN, 1990). Por outro lado, nos Estados Unidos a sua utilizacao foi proibida devido

a casos relacionados com agranulocitose (INSEL, 1996). Apesar da controvérsia em relagdo a
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seguranca do uso clinico da dipirona, ela ¢ um derivado pirazolico largamente utilizado para o
controle da dor e muitos estudos sdao empregados objetivando caracterizar o mecanismo de

acdo da dipirona (SAUZEM, 2004).

Apos a descoberta da dipirona, varios compostos contendo o anel pirazol continuaram
a ser estudados, como os estudos realizados por Oshima e colaboradores (1969), quando o
1 (4-metoxi-6-metil-2-pirimidinil)-3-metil-5-metoxipirazol e mais 43 andlogos deste
composto, tiveram avaliadas as suas atividades farmacoldgicas, principalmente em relagao
aos seus efeitos analgésicos. Deste modo, os autores observaram que derivados de 1-
pirimidinilpirazol sdo iguais ou mais potentes que a aminopirina, enquanto que a 2-
pirimidinilpirazol apresenta atividade analgésica muito menor. Porém, em relacdo a
toxicidade, ao comparar a DL50, observou-se que os derivados pirazolinicos sdo menos
toxicos, concluindo-se que compostos contendo grupamento metoxi na posi¢ao 5 do anel

pirazol apresentam agdo analgésica, antipirética e anti-inflamatdria mais pronunciada.

Intimeros estudos demonstram que pirazolinas administradas no sistema nervoso
central, mais especificamente na medula espinhal, produz antinocicepcdo (YAKSH;
HAMMOND, 1982; TAIWO; LEVINE, 1988; BIORKMAN, 1995; TORTORICI et al., 1996;
HERNANDEZ; VANEGAS, 2001; OCHI; GOTO, 2001). Acdes antinociceptiva foram
observadas em camundongos quando se utilizou uma série de pirazol 4-acil-arilhidrazonas em
testes de contorgdes abdominais induzidas pela acetilcolina, sendo encontradas poténcias dez
vezes maiores que a dipirona nos compostos que apresentavam os substituintes p-N(CHs), ou

m-OH e p-OCHj3 no anel aromadtico acil-hidrazona (MATHEUS et al., 1991).

Estudos de Tsuji e colaboradores (1997) avaliaram o potencial anti-inflamatério do 3-
(difluormetil)-1-(4-metoxifenil)-5-[4-(metilsulfinil)fenil] pirazol (FR140423). Por inibir a
COX 11, este composto revelou possuir acdes anti-inflamatorias (OCHI et al., 1999a), e ao
inibir a nocicepgdo no modelo de estimulo térmico do tail-flick, efeito antagonizado pela
administracdo de naloxona, um antagonista de receptor opidide, indicou a participagdo de
diferentes mecanismos na nocicep¢ao (OCHI et al., 1999b). Deste modo, o FR140423 além de
agir em tecidos inflamados, possui alguma interagdo com o sistema opidide (OCHI et al.,

1999c).
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Outro composto do grupo, o 3-metil-5-hidréxi-5-triclorometil-4,5-diidro-1H-1-
piraxolcarboxiamida (MPCA), demonstrou agdes antinociceptiva nas duas fases do teste da
formalina, fase neurogénica e fase inflamatoria, levando a acreditar que este composto nao
exerce acdes sobre receptores opidides devido a ndo reversdo de seus efeitos apds aplicacao
da naloxona (SOUZA et al., 2001). Outros resultados mostraram que o MPCA e seu analogo
3-phenyl-5-hidroxi-5-triclorometil-4,5-diidro-1H-1-piraxolcarboxiamida (FPCA) exercem
suas atividades em receptores serotoninérgicos e op-adrenegico espinhais, pois a
antinocicep¢do causada foi evitada com o uso intratecal de metisergida e ioimbina (GODOY
et al., 2004). O MPCA e FPCA reverteram a febre em camundongos induzidos pelo
lipopolissacarideo (LPS), sendo a administragdo sistémica capaz de reverter a febre em um
intervalo de uma hora e em duas horas (h), quando a administragdo foi feita diretamente a
nivel central, sugerindo que estes pirazois necessitariam de metabolizagdo prévia para uma
acdo mais rapida. O MPCA e FPCA ndo possuiram atividade antinociceptiva no teste de
imersdo da cauda em agua a 55°C (SOUZA et al., 2002). Por outro lado, o 3-etoximetil-5-
etoxicarbonil-1H-1-metilpirazol (PZ 2) e um andlogo 3-etoximetil-5-etoxicarbonil-1H-1-
fenilpirazol (PZ 3), diferentemente do MPCA e FPCA, promoveram antinocicep¢ao no teste

de imersdo da cauda em agua a 55°C (TABARELLI et al., 2004).

O composto 2-[5-triclorometil-5-hidréxi-3-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-i1]-4-(4-
bromofenil)-5-metiltiazol (B50) ¢ um derivado pirazol-tiazol que apresenta efeitos dose
dependentes no teste das contor¢des abdominais induzida pelo acido acético, porém, nao
apresentou atividade antinociceptiva no teste de imersao da cauda, assim como o MPCA. Este
efeito antinociceptivo obtido pelo B50 foi evitado apds a administragdo de naloxona, um
antagonista nao seletivo de receptores opiodides, o que ndo ocorreu apos a utilizagdo de nor-
binaltorfimina, um antagonista de receptores k-opidide, demonstrando ndo ocorrer
envolvimento dos receptores k-opidide na antinocicep¢do promovida pelo B50 (PROKOPP,

2004).

O 4-metil-5-hidroxi-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-pirazolcarboxamida (NF0) e o 3-
metil-5-hidroxi-5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-pirazolcarboxamida (NF2), dois compostos
inéditos, demonstraram atividades antinociceptivas. O NFO0 foi efetivo ao inibir as duas fases
de nocicepcao do teste da formalina, porém o NF2 apenas promoveu antinocicep¢ao na fase
inflamatoria. Esses compostos foram ativos no teste da formalina, porém, para o NFO0, o

envolvimento de mecanismos opidides nao foi evidenciado, pois sua atividade nao foi
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prevenida pelo pré-tratamento com naloxona. O NFO e o NF2 ndo apresentam efeitos
antinociceptivos nos testes da placa quente e das contor¢cdes abdominais e também ndo

influenciaram o edema de pata induzido pela carragenina em ratos (SAUZEM, 2004).

Com a proposta de se desenvolver novas drogas anti-inflamatdrias, numa primeira
etapa desse estudo foram obtidos diferentes compostos pirazolicos através do processo de
sintese organica. Esta etapa foi realizada na faculdade de farmécia da Universiidade Federal
Fluminense, sob a coordenacdo dos professores Dr. Antonio Carlos Carreira Freitas e Jodo
Carlos Martins Mafra. Levando-se em conta a simplicidade e o baixo custo do processo, a
estabilidade, bem como a solubilidade dos compostos sintetizados, foi selecionado o
composto 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP. A etapa seguinte envolveu a investigacao
de atividades farmacoldgicas do composto pirazdlico selecionado, DHP, que através desta
dissertacdo de mestrado, objetivou avaliar suas propriedades antinociceptiva e anti-

inflamatoria, utilizando diferentes modelos farmacologicos em camundongos e ratos.

Com base nestas evidéncias, e pela importancia de se descobrir analgésicos e anti-
inflamatorios eficientes e de poucas reacdes adversas, inuimeros compostos heterociclicos tem
sido sintetizados e estudados quanto a sua atividade biolégica (GOEL; MADAN, 1995;
BONACORSO et al., 1999; SOUZA et al., 2001).
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3 OBJETIVOS
Avaliar os potenciais analgésico e anti-inflamatoério do composto pirazélico 1,5-

difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP em diferentes modelos farmacologicos em camundongos

€ ratos.
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4 JUSTIFICATIVAS

Determinar, através dos resultados obtidos com as avaliagdes farmacologicas do
composto DHP, se serd justificivel a realizagdo de futuros estudos farmacodinamicos,

farmacocinéticos, de toxicidade e clinicos.

Essa contribui¢cdo esta direcionada para a busca e a obten¢do de novos farmacos que
possuam potencia anti-inflamatoria, baixa incidéncia de efeitos colaterais e que apresentem
favoravel custo comercial, podendo assim representar avangos, como uma nova alternativa na

clinica médica veterinaria, no tratamento da dor ¢ de doencas inflamatorias.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Para realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos (Ratus novergicus) variedade
Wistar pesando entre 250 ¢ 300g e camundongos (Mus musculus) variedade Swiss pesando
entre 25 e 30g, machos e adultos fornecidos pelo biotério do Departamento de Ciéncias

Fisiologicas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Estes animais foram mantidos sob iluminac¢ao controlada em um ciclo claro/escuro de

12/12h e com alimenta¢do composta por agua e ra¢ao ad libitum.

Respeitando um periodo minimo de uma hora para adaptagdo dos animais ao
laboratdrio, os experimentos foram realizados entre 07:00h e 19:00h, e apo6s as avaliagdes

experimentais os animais foram sacrificados por anestesia etérea profunda.

Para realizagdo destes experimentos envolvendo dor, foram seguidas normas que
envolvem cuidados com animais de laboratério e normas éticas (ZIMMERMANN, 1983;
1986; PORTER, 1992). No mesmo sentido, esfor¢os foram feitos objetivando minimizar o
nimero de animais utilizados, assim como, seu desconforto. Toda a metodologia foi aprovada
pela Comissio de Etica em Pesquisa e Experimentagdo em Biologia, sob o protocolo

011/2007/CEPEB, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

5.2 Drogas, Reagentes, Solventes e Sais

Composto 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP (composto quimico fornecido pelo
Prof. Dr. Anténio Carlos Carreira Freitas e Jodo Carlos Martins Mafra, Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal Fluminense), citrato de fentanila (Fentanest®, Cristalia Prod.
Quim. Farm., S3o Paulo, Brasil), dexametasona (Decadr0n®, Aché Lab. Farm., Sdo Paulo,
Brasil), 6leo de croton, carragenina, indometacina, heparina ¢ Tween® 80 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA), acetona, formalina, solucao de Tiirk e 4cido acético glacial (Merck AG,
Darmstadt, Germany), associacdo de benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina,
benzilpenicilina potéssica, de diidroestreptomicina base sulfato e estreptomicina base sulfato

(Pentabidtico Veterinério®, Fort Dodge Sacede Animal Ltda, Sao Paulo, Brasil), solucao de
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iodo-povidona 10% topico (Riodeine®, Laboratorio Ind. Farm. Rioquimica Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), diazepam (Sigma Pharma Ltda, Sdo Paulo, Brasil), cloridrato de ketamina (Dopalen®,
Sespo — Divisdo Vetebrands Satide Animal, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina

(Anasedan®, Sespo — Divisdo Vetebrands Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil).

Para os tratamentos realizados nos animais, utilizando o veiculo (dgua + Tween® 80 a
0,5%) para os animais controles, os firmacos (dexametasona, fentanil e indometacina) para o
controle positivo ou o composto pirazolico DHP a ser avaliado, estabeleceu-se concentracdes
adequadas de modo a permitir a administragdo de um volume constante de 10mL/kg para

camundongos e para ratos.

As administrag¢des realizadas com o veiculo, com o composto pirazolico DHP e com a
indometacina ocorreram pela via oral, a dexametasona e o fentanil foram injetados pela via
subcutdnea, o 4cido acético e a carragenina foram injetados pela via intraperitoneal, a
formalina foi injetada pela via intraplantar, o 6leo de créton e a solucdo de iodo-povidona
foram aplicados topicamente e a antibioticoterapia profilatica foi realizada pela injegao

intramuscular.

Para a administracdo pela via oral, a solubilizacdo do composto DHP em 4agua, foi
procedida com a utilizagio de solugdo de Tween” 80 a 0,5%. Solugdo de salina a 0,9% foi
necessaria para se obter a solugdo de acido acético a 1,2%, a solucao de formalina a 2,5% e a
solucdo de carragenina a 1%, e a acetona foi utilizada para a preparacdo do 6leo de croton a

2,5%.
5.3 Avaliacao da Atividade Antinociceptiva e Anti-inflamatoria em Camundongos
5.3.1 Teste das Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Acético
Seguindo a metodologia descrita por Koster e colaboradores (1959), foram divididos 5

grupos experimentais com 6 camundongos, tratados oralmente com veiculo (4gua), o composto

pirazélico (1, 3 ou 10mg/kg) ou com a indometacina (10mg/kg), controle positivo do teste.
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Apo6s 60 minutos (min) dos tratamentos, em todos os animais se injetou acido acético
diluido em salina (1,2%; 100mL/10g, i.p.) e durante 30min, foram contadas as contorgdes
abdominais (ILUSTRACAO 1), entendidas como a contragdo da parede abdominal seguida
pela extensdo de pelo menos uma das patas posteriores (VACHER et al., 1964).

Antes da injecdo do dacido acético, funis de vidro foram colocados sobre cada
camundongo, aguardando sempre um periodo de 15min para sua adaptacdo. Os resultados
foram expressos como as médias dos numeros de contor¢des acumuladas durante os 30min da
avaliacdao experimental ou pela porcentagem de inibicdo das contor¢des comparativamente ao

grupo controle, que permitiu determinar a dose inibitoria 50% (ID50).

4 P

\ A Contagem das
Injecdo ip do contorgdes abdominais
estimulo: durante 30 minutos
Pré tratamento: Agna Acido Acético

(v.0.) Indometacina
Composto Pirazolico

Ilustracdo 1: Teste das contorgdes abdominais induzidas por 4cido acético (Adaptado de
VALE, 2000)

5.3.2 Teste do rota-rod

Este método permite avaliar a especificidade da agdo antinociceptiva de drogas,
verificando se estas promovem incoordenacdo motora nos animais, seja por sedagdo e/ou por
relaxamento muscular (DUHAM; MYIA, 1957). O aparelho ¢ constituido de uma barra de 2,5
cm de didmetro, subdividida em 5 compartimentos e girando a 12 r.p.m. a 25 cm de altura
(Ilustragao 2). Os animais foram selecionados em sessdoes de 1min de duracdo antes dos
tratamentos, sendo escolhidos aqueles que permaneceram na barra giratoria durante este

periodo.
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Grupos com 10 animais selecionados que foram colocados no rota-rod por 1min, apos
60min do tratamento pela via oral com o veiculo ou o composto DHP (10mg/kg), e 30min para
o tratamento do grupo controle positivo do teste, diazepam (3mg/kg, s.c.), sendo avaliado o

numero de quedas e o tempo de permanéncia na barra giratoria.

5.3.3 Teste de Tail-flick

Seguindo a metodologia descrita por D’ Amour e Smith (1941), este ensaio permite o
estudo de drogas com atividades semelhante aos opidides, mediante a avaliagdo do tempo, em
segundos (s), que o animal leva para retirar a cauda do local de incidéncia de um estimulo
térmico doloroso. Este estimulo nociceptivo foi produzido por um foco de luz convergente na

cauda, obtido de um analgesimetro térmico (modelo tail flick 7360 V-115, Ugo-Basile).

Grupos experimentais de 8 camundongos foram previamente selecionados quanto a
sua reatividade ao estimulo térmico nociceptivo, ndo sendo utilizados animais cujo tempo de
resposta foi superior a 8s. A reatividade foi medida a cada 30min, iniciando-se 30min antes e
prolongando-se por 150min apds a administragdo oral do veiculo (dgua), do composto
pirazolico DHP (10mg/kg) ou subcutanea de fentanil (200ug/kg, s.c.), utilizado como controle
positivo do ensaio. Apds os tratamentos, foi estabelecido o periodo maximo de laténcia de 30s

a fim de se evitar lesdo tecidual.

5.3.4 Teste da Formalina

Grupos de camundongos (n = 6 a 10) foram tratados pela via oral com o veiculo
(agua), com o controle positivo indometacina (10mg/kg) ou com o composto pirazolico DHP
10mg/kg. Uma hora apds os tratamentos os animais receberam a administragdo intraplantar de

20uL de solucdo de formalina a 2,5% sob o coxim plantar da pata traseira direita.

Imediatamente apods, foi cronometrado o tempo, em segundos, que os animais
manifestaram sinais dolorosos, através de lamber, sacudir ou morder a pata injetada. Estes
sinais sdo respostas nociceptivas promovidas pela formalina durante duas fases
(DUBUISSON; DENNIS, 1977). A primeira fase de nocicepg¢ao ou inicial, que varia de zero a
Smin apods a inje¢do, chamada de neurogénica, na qual os nociceptores sdo ativados por

mediadores pré-formados e a segunda fase de nocicepcao ou tardia, conhecida como fase
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inflamatéria e avaliada entre 15 e 30min, onde o comportamento observado ¢ resultante da
acdo de mediadores inflamatorios sintetizados e liberados apos o estimulo promovido pelo

formaldeido (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

5.3.5 Teste do Edema de Orelha Induzido por Oleo de Créton

Grupos experimentais contendo 8 camundongos foram tratados com o veiculo (4gua,
p.0.), dexametasona (2mg/kg, S.C.), controle positivo do ensaio, ou com o composto pirazélico
DHP (10mg/kg, p.0.). Uma hora apds os tratamentos com veiculo ou com o composto
pirazolico, e 30min para o grupo tratado com dexametasona, foram aplicados topicamente 10
pL de 6leo de croton (2,5% v/v em acetona) na orelha direita e 10 pL de acetona na orelha
esquerda. Quatro horas apos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e de
suas orelhas, esquerda e direita, foi retirado um fragmento de 6 mm de diametro, sendo estes
pesados em balanga analitica. Os resultados foram expressos como médias e erros padroes da
diferenga de peso, em miligramas (mg), entre as orelhas direita e esquerda (A) (TUBARO et
al. 1986; ZANINI et al. 1992).

5.3.6 Teste da Peritonite Induzida por Carragenina

A peritonite induzida pela carragenina avaliou a migragao leucocitaria para a cavidade

peritoneal, conforme o método descrito por Ferrandiz e Alcaraz em 1991.

Para cada grupo experimental de 8§ camundongos, foram realizados os seguintes
tratamentos: veiculo (dgua, p.0), dexametasona (2mg/kg, S.C.) ou o composto pirazolico DHP
(3, 10 e 30mg/kg, p.0.). Sessenta minutos apds estes tratamentos, foi injetado nestes animais
10 uL/g de carragenina (1% em salina), pela via intraperitoneal. Decorridos 4h, os animais
foram sacrificados sob anestesia etérea profunda e foi injetado em sua cavidade peritoneal 2
mL de PBS heparinizado (10UI/mL) seguida por 50 compressdes leves no abdomen, que
antecederam a coleta do fluido peritoneal. A amostra retirada foi diluida em solucdo de Tiirk
(1:20) e a contagem celular realizada em camara de Neubaiier. Foram expressos como
resultados, as médias dos numeros de leucocitos totais (x 10%/mL) de cada grupo experimental
ou a percentagem de inibi¢do da migragdo de leucdcitos comparativamente ao grupo

experimental controle.
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5.4 Determinacio da Nocicep¢io Relacionada ao Modelo de Inducio em Ratos

5.4.1 Delineamento Experimental

Foram divididos trés grupos experimentais, de modo que um grupo foi incisado e
tratado com composto pirazélico DHP (10mg/kg) e os outros dois grupos destinados aos
controles, foram tratados com veiculo, sendo somente um desses grupos controles submetido a

incisao.

Em todos os grupos os testes de nocicepcao foram realizados, mantendo-se sempre os
mesmos intervalos, seja para a avaliagdo da alodinia mecanica (von Frey) ou hiperalgesia

térmica (Hargreaves), cuja etapas sdo descritas a seguir e apresentadas na Figura 8:

1* ETAPA (Nocicep¢ao basal e cirurgia): os animais foram submetidos a testes de
nocicepcao para a obtencdo de valores basais de laténcia, expressos em gramas para o método
von Frey e em segundos para o teste de Hargreaves. Apos essa determinagdo, os ratos foram
operados com a técnica de incisdo na regido plantar, o que ndo ocorreu com o grupo de
animais destinados ao controle ndo incisado. Para a determina¢dao da evolucdo da alodinia
mecanica e da hiperalgesia térmica, foram realizadas nos trés dias subsequentes a cirurgia,

avalia¢des nos dois modelos de nocicepcao (Figura 8).

2" ETAPA (Tratamentos e avaliacio da hipersensibilidade e alodinia): no terceiro
dia apds o inicio da 1* etapa foram procedidos os tratamentos, de modo que o composto
pirazolico DHP (10 mg/kg, p.0.) foi administrado em um grupo incisado e o veiculo (dgua) no
grupo ndo incisado e no outro grupo incisado. Apos 30min, 1, 3, 6, 9, 12 e 24h dos
tratamentos, foram efetuadas avaliagdes que permitiram determinar a efetividade analgésica do

composto.
3* ETAPA (Avaliacdo da hipersensibilidade e alodinia tardia): Nesta etapa, as

avaliagdes nociceptivas feitas nos 7°, 10° e 14° dia pos-incisdo, objetivou o acompanhamento

do curso da hiperalgesia e da alodinia até o possivel retorno a valores semelhantes aos basais.
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Figura 8: Protocolo experimental proposto para a avaliacdo da influéncia do o composto
pirazolico 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP, na alodinia mecanica (von Frey) e na
hiperalgesia térmica (Hargreaves).

Apods a obtengdo das medidas de laténcias para os métodos Hargreaves (segundos) e
von Frey (gramas) os resultados foram expressos, respectivamente, como porcentagem de
reversdao da hiperalgesia (%RH) ou porcentagem de reversdo da alodinia (%RA), sendo este

calculo obtido através da formula:

% RH ou RA = Laténcia pos-tratamento (GDHP) — Laténcia pré-tratamento (GIV) x 100
Laténcia basal (GINV) — Laténcia pré-tratamento (GIV)

Deste modo, a laténcia pds-tratamento representa os valores observados no grupo de
animais incisados e submetidos ao tratamento com composto pirazolico (GDHP), a laténcia
basal e laténcia pré-tratamento indicam, respectivamente, os resultados obtidos no grupo nao-
incisado (GNIV) e no grupo incisado (GIV), ambos tratados com veiculo. Nas diferentes
etapas experimentais e para os trés grupos, foram considerados em média, as laténcias das

avalia¢des de 10 animais para o teste de von Frey e de 8 animais para o teste de Hargreaves.

5.4.2 Procedimento Cirurgico

A cirurgia realizada seguiu-se o método descrito por Brennan e colaboradores (1996).

Os animais foram anestesiados com uma associa¢do de quetamina (50mg/kg) e xilazina
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(5mg/kg), administrados pela via intraperitoneal. Um pentabidtico veterinario foi
administrado em todos os animais operados, na dose de 0,5mg/kg, por via intramuscular,
seguido por procedimentos de antissepsia e utilizando solu¢do de iodo-povidona 10% topico

para a preparagdo da regido plantar do membro posterior direito.

Apos isolar o membro utilizando um pano de campo estéril, foi feita uma incisdo na
pele e fascia da musculatura plantar, a partir de 0,5cm da borda do calcanhar e de,
aproximadamente, 1 cm de comprimento que se estendeu em direcdo ao dedos. Na sequéncia,
a musculatura plantar foi divulsionada e elevada, permitindo sua incisdo longitudinal,
mantendo intacta a sua origem e insercdo. ApoOs promover hemostasia compressiva,
pressionando delicadamente o membro, a pele foi suturada com dois pontos de fio cirirgico
de nylon 5-0. Para a recuperacdo da anestesia, individualmente os animais foram
acondicionados em novas caixas de acrilico, aquecidas sob fonte de luz incandescente, com

maravalha nova cobertos por toalha de papel.

5.4.3 Avaliacao da Alodinia Mecanica

Esta avaliacao foi realizada seguindo descri¢cao de Moller e colaboradores (1998), pelo
teste de pressdo crescente na pata, também conhecido como método von Frey eletronico
(VON FREY, 1896). E bastante utilizado em experimentos laboratoriais com objetivo de

avaliar drogas em relagdo a sensibilidade nociceptiva em animais de laboratério. Esta

avaliacao baseia-se na observa¢ao da sensibilidade tecidual a um estimulo mecanico.

Foi utilizado um analgesimetro digital modelo EFF 302 (Insight™), que consiste em
um transdutor de pressdo conectado a um contador digital de for¢a expresso em gramas (g),
com precisao de 0,1g. Para o contato do transdutor de pressdo com a pata dos animais, foi
adaptada uma ponteira descartdvel de polipropileno com 0,5 mm de didmetro. Assim, uma
pressdo manual e linearmente crescente, realizada na regido plantar da pata dos animais, foi
proporcionada por intermédio desta ponteira adaptada, de maneira a produzir uma resposta

caracteristica de retirada da pata estimulada (flinch).
As caixas de acrilico, utilizadas para o acondicionamento dos animais durante as

avaliag¢des, foram acomodadas sobre uma estante que fornece como assoalho uma rede de

malha de 5 mm? (tipo tela) confeccionada de arame ndo maleavel de 1 mm de espessura. Esta
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estante permite a utilizagdo de um espelho, acoplado 25 cm abaixo das caixas, com inclinagdo
de aproximadamente 35 graus, possibilitando a visualizagdo das plantas das patas dos

animais.

Apbs um periodo de Smin para a adaptagdo dos animais as caixas, 0 comportamento
nociceptivo foi obtido através da média de trés valores expressos em gramas, representando a

laténcia de retirada da pata ao estimulo mecénico, para cada tempo e momento de avaliagao.

5.4.4 Avaliacdo da Hiperalgesia Térmica

Este teste consiste na observagdo da retirada da pata traseira por aplicagdo de fonte de
luz infravermelha (HARGREAVES et al., 1988), usando um analgesimetro térmico modelo
7360 V-115 (Ugo-Basile).

Manualmente, cada animal foi contido e cuidadosamente colocado sobre o aparelho, de
modo que a regido plantar de sua pata traseira ficasse posicionada sobre a fonte da luz
infravermelha com poténcia previamente estabelecida de 50 watts. Na sequéncia, ja com o
animal posicionado, a luz infravermelha foi acionada juntamente com um crondmetro
eletronico, possibilitando a contagem do tempo simultaneamente ao estimulo, até que o animal

retirasse sua pata, encerrando a contagem.

Foi atribuido o limite maximo de 20 s para a exposicdo da pata ao raio infravermelho,
evitando possiveis danos teciduais. Em cada animal foram realizadas duas medidas, sendo
estas obtidas em intervalos entre 5 a 10min. A média destas medidas representou a laténcia de
retirada da pata, sendo expressa em segundos, para os diferentes tempos e momentos da

avaliagdo.

5.5 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos o erro padrdo. As
diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas pela analise de variancia
(ANOVA). Para comparagao entre as médias dos grupos experimentais utilizou-se o teste “t”
ndo pareado, admitindo diferenca significativa a partir de p<0,05 (SOKAL; ROHLF, 1981). A
analise estatistica e apresentacdo grafica dos resultados foram realizadas através do programa

GraphPad Prism 5.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacio da Atividade Antinociceptiva e Anti-inflamatoria em Camundongos

6.1.1 Teste das Contorcées Abdominais Induzidas por Acido Acético

Os tratamentos pela via oral com o composto DHP (1, 3 e 10mg/kg) reduziu, de forma
dose dependente, o numero de contor¢gdes abdominais apds sessenta minutos da
administracdo. Deste modo, foram observadas, redugdes de 41,3% (22,0 = 4,0 contorcdes),
62,7% (14,0 = 5,0 contor¢des) e 76,0% (9,0 = 3,4 contorgdes) quando comparado ao grupo
tratado com veiculo (37,5 + 4,5 contor¢des). O grupo controle positivo tratado com

indometacina (10 mg/kg, p.0.) produziu inibi¢do de 68,8% (11,7 £ 3,6 contorgdes (Tabela 1 e
Figura 9). A dose inibitoria 50%, obtida por interpolacao foi de 1,29 mg/kg, p.o. (Figura 10).

Tabela 1: Influéncia do pré-tratamento com o composto pirazdlico 1,5-difenil-3-
hidrazinopirazol(a) — DHP no ntimero de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético
(1,2%; 100uL/10g, i.p.). *p<0,05, **p<0,01

Tratamentos (mgl/)l?gsfrs).o.) Contor(;?;gn?ill)l()iommals % Inibicao
Veiculo - 37,5+4,5 -
DHP 1 22,0+4,0 41,3 %
DHP 3 14,0+ 5,0 62,7 % *
DHP 10 9,0+34 76,0 % **
Indo 10 11,7+3,6 68,8 % **

o 507 [ Veiculo

S '|' E=3 DHP 1mglkg

S8 H X DHP 3mglkg D.0.

S 2 3 DHP 10mg/kg

°E Bl Indometacina 10mg/kg

< 9 20- L

o T o *%

2 o 101 .___’_I_'__ i

= i g

= od L) E=

Tratamentos

Figura 9: Contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético (1,2%; 100uL/10g, i.p.). As
colunas e barras verticais representam as médias £ o erro padrdo em grupos experimentais de
6 animais. *p<0,05, **p<0,01
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Figura 10: Relacao dose-efeito inibitéria pelo método de contor¢des abdominais induzido por
acido acético em camundongos previamente tratados pela via oral com o composto pirazolico
1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP, nas doses de 1, 3, e 10mg/kg. Os simbolos e linhas
verticais representam as médias + o erro padrao para grupos experimentais de 6 animais.

6.1.2 Teste do rota-rod

Os camundongos tratados pela via oral com o veiculo, ao serem colocados na barra
giratoria por 1 minuto, apresentaram 1,7 + 0,4 quedas e se equilibraram por 54,7 + 2,7s, sendo
obtido resultado semelhante ao verificado com o grupo de animais administrados com o
composto DHP (10mg/kg) que tiveram 1,8 + 0,5 quedas e permaneceram por 52,1 £+ 1,5s no
rota-rod (Tabela 2), indicando que o tratamento com o DHP ndo produz perda da coordenagio
motora dos animais. Entretanto, a injecdo do diazepam (3mg/kg, S.C.), controle positivo do
teste, ampliou de forma significante o numero de quedas (6,2 + 0,6) e reduziu o tempo de
permanéncia (38,9 + 5,9s) na barra giratodria.

Tabela 2: Influéncia do pré-tratamento com o composto pirazélico 1,5-difenil-3-
hidrazinopirazol(a) — DHP (10mg/kg, p.0.) na atividade motora de camundongos (médias +

erro padrao) avaliada pelo numero de quedas e o tempo de permanéncia sob a barra giratoria,
durante 60s no teste do rota rod. *p<0,05, ¢ ***p<0,001 n = 10 animais.

CONTAGEM
TRATAMENTOS N° DE QUEDAS TEMPO 1)(:*:3 ;’fnltlil(\)/zSANENCIA
Veiculo 1,7+ 0,4 54,7+2,7
DHP (10mg/kg, p.0.) 1,8+£0,5 52,1+1,5
Diazepam (3mg/kg, s.C.) 6,2 +0,6 *** 389+59*
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6.1.3 Teste de Tail-flick

No teste de Tail-flick, a administra¢ao oral do composto DHP (10mg/kg) ndo promoveu
alteragcdo no tempo de laténcia para a resposta ao estimulo térmico em nenhum dos tempos
avaliados (30, 60, 90, 120 e 150min), quando comparado as laténcias observadas para o grupo
veiculo. Como esperado, o controle positivo fentanil (200pg/kg, s.c.) ampliou
significativamente a reatividade dos animais ao estimulo térmico em 138,3%, 98,1%, 38,5%,
52,0% e 31,4%, para os respectivos tempos de: 30, 60, 90, 120 e 150min, quando comparado

ao grupo controle (Tabela 3 e Figural1).

Tabela 3: Influéncia do tratamento oral com o composto 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a), na
dose 10mg/kg, sob o periodo de laténcia ao estimulo térmico nociceptivo, no teste de Tail-
flick. Os valores apresentados para cada tratamento ¢ em cada periodo estdo expressos em
segundos + seu respectivo erro padrdo. **p<0,01 e ***p<0,001

Leituras Veiculo Composto DHP Fentanil
(min) (4gua) (10mg/kg, p.o.) (200pug/kg, s.c.)
-30 6,0+ 0,5 7,4+0,4 6,6 £ 0,3
0 8,0+ 0,7 6,6 £0,5 7,0+ 0,8
30 9,4+0,2 10,4 +£0,6 22,4 £ 0,6 ***
60 10,6 + 0,7 10,4+ 0,9 21,0 £ 1,2 ***
90 9,6 0,5 11,3+0,7 13,3 +£0,9 **
120 10,4 £ 0,5 11,3+£0,8 15,8 £1,3 **
150 10,5+ 0,2 11,3+0,8 13,8 £ 0,3 **
244 *kk
*k%x
—~ 187 *%k
2 ok *%
©
S 124
@
g
6- —& Fentanil 200ug/kg, s.c.
-e- DHP 10mg/kg, p.o.
-+ Veiculo
0_

I T T T T T
N Q \) \) Q Q \)
> > © ) .\’]/ ,§o

Leituras (minutos)

Figura 11: Tempos de laténcia (segundos) para os intervalos de avaliagdo no teste de Tail-
flick. Os simbolos e barras verticais representam as médias =+ o erro padrdo das médias de
grupos experimentais contendo até 8 animais. **p<0,01 e ***p<0,001
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6.1.4 Teste da Formalina

A administracdo oral do composto DHP ou indometacina na dose de 10mg/kg nao
influenciaram a primeira fase de nocicepcdo (dor neurogénica) do teste da formalina,
apresentando reatividades de 154,5 + 10,0s e 119,3 £+ 14,7s respectivamente, em relagdo ao

grupo experimental tratado com o veiculo 117,4 £ 16,2s (Figura 12a).

Na segunda fase da nocicepg¢do (dor inflamatéria) do teste, o DHP promoveu reducio
significativa de 40,9% (145,9 + 14,7s) na reatividade dos animais produzida pela inje¢ao
intraplantar de formaldeido, quando comparado ao grupo controle veiculo (246,9 + 32,9s). Do
mesmo modo, a indometacina, controle positivo da segunda fase, produziu inibi¢do de 48,7%

(126,6 + 31,8s) (Tabela 4 e Figura 12b).

Tabela 4: Influéncia do pré-tratamento com o composto pirazolico 1,5-difenil-3-
hidrazinopirazol(a) — DHP, na dose de 10mg/kg, sobre a reatividade na 2° fase de nocicepgao
do teste da formalina (20uL de solugdao de formalina a 2,5%, intraplantar). O tempo médio
observado e seu erro estdo expressos em segundos. **p<0,01

Doses Reatividade na 2* Fase | S
Tratamentos (mg/kg, p.0.) (segundos) % Inibicao
Veiculo - 246,9 + 329 -
DHP 10 1459 + 14,7 40,9% **
Indo 10 126,6 = 31,8 48,7% **
3001
T 3 Veiculo
2 a b DHP 10mg/kg p.0.
c )
2 — 200- B Indometacina 10 mg/kg
i)
Fife] *% Kk
@ < P
o £ 100- £ oot
o Qe foee
e pn el e
@ oo ﬁ

Fase 1 Fase 2

Figura 12: Reatividades em segundos nas fases 1 e 2 do teste da formalina (20uL de solugdo
de formalina a 2,5%). As colunas e barras verticais representam as médias + o erro padrdo em
grupos experimentais de 6 a 10 animais. **p<0,01
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6.1.5 Teste do Edema de Orelha Induzido por Oleo de Créton

Ao comparar a diferenca (A) de peso entre a orelha direita (tratada com 10uL o6leo de
créton - 2,5% v/v em acetona) e a orelha esquerda (tratada com 10uL acetona) no teste do
edema de orelha induzido pelo 6leo de croton, a administragao oral do composto DHP na dose
de 10mg/kg inibiu a formagdao do edema em 54,0% (A = 3,9 + 0,8 mg) quando comparado
com o grupo controle tratado com veiculo (A = 8,5 =+ 1,0 mg). O grupo tratado com
dexametasona (2mg/kg, S.C.), controle positivo do teste, produziu 55,3% (A = 3,8 £ 0,7 mg)

de inibicdo (Tabela 5 e Figura 13).

Tabela 5: Influéncia do pré-tratamento com o composto pirazdlico 1,5-difenil-3-
hidrazinopirazol(a) — DHP, na dose de 10mg/kg, na formacdo do edema de orelha induzido
pelo 6leo de créton. A representa a diferenca de peso entre a orelha direita (10uL o6leo de
créton - 2,5% v/v em acetona) e a orelha esquerda (10uL acetona), e estdo expressos em
miligramas. **p<0,01

Doses
Tratamentos A (mg) % Inibicao
(mg/kg)
Veiculo (p.o.) - 8,5+1,0 -
DHP (p.o.) 10 39+0,8 54,1% **
Dexa (S.C.) 2 3,8+0,7 55,3% **
124
=) 3 Veiculo
£ EZ3 DHP 10mg/kg, p.o.
ﬁ o I Hl Dexametasona 2mg/kg, s.c.
©
o
o
o
8
o
<
0_

Tratamentos
Figura 13: Edema de orelha induzido pelo 6leo de créton. As colunas e barras verticais

representam as médias = o erro padrdo em grupos experimentais contendo 8 animais.
Significativamente diferente do grupo experimental controle **p<0,01
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6.1.6 Teste da Peritonite Induzida por Carragenina

Na contagem total de leucdcitos pelo teste da peritonite induzida pela carragenina
(10uL/grama de carragenina (1% em salina), a administragdo oral do compostos DHP (3, 10 e
30mg/kg) produziu inibicdo dose dependente na migracdo leucocitdria para a cavidade
peritoneal de 12,5% (11,9 + 0,2 x 10° leucocitos/mL), 39,0% (8,3 = 0,2 x 10° leucécitos/mL) e
53,7% (6,3 £ 0,3 x 10° leucdcitos/mL), quando comparado com o grupo controle veiculo (13,6
+0,2 x 10° leucdcitos/mL). Para o controle dexametasona foi observado inibi¢do de 72,7% (3,7
+ 0,1 x 10° leucocitos/mL) (Tabela 6, Figura 14). A dose inibitoria de 50% (ID50) obtida pelo
tratamento com o DHP foi de 22,9 mg/kg (Figura 15).

Tabela 6: Influéncia do pré-tratamento com o composto pirazédlico 1,5-difenil-3-
hidrazinopirazol(a) — DHP, nas doses de 3, 10 e 30mg/kg, sob a contagem total de leucécitos,
para o teste da peritonite induzida pela carragenina (10uL/grama de carragenina (1% em
salina)). *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001

Tratamentos ?n(:;ls(g) Leucécitos (x 106/mL) % Inibicao

Veiculo (p.0.) - 13,6 £0,2 -

DHP (p.o.) 3 11,9+0,2 12,5%

DHP (p.o.) 10 8,3+0,2 39,0% *

DHP (p.o.) 30 6,3+0,3 53,7% **

Dexa (s.C.) 2 3,7£0,1 72,7% ***
(3 Veiculo

20- B DHP 3 mg/kg

EE3 DHP 10 mg/kg | p.o.
EZ& DHP 30 mg/kg
Bl Dexametasona 2 mg/kg, s.c.

_|

Contagem de leucécitos
(x 10%/mL)
|_\
<

Tratamentos

Figura 14: Contagem de leucdcitos totais no teste da migragdo leucocitaria para a cavidade
peritoneal apds a administracdo de carragenina. As colunas e barras verticais representam as
médias = o erro padrio em grupos experimentais de 8 animais. *p<0,05, **p<0,01 e
**%p<0,001
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Figura 15: Relacdo dose-efeito inibitdria para o método de migracdo leucocitaria tratados
pela via oral com o composto pirazolico 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP, nas doses
de 3, 10 e 30mg/kg. Os simbolos e linhas verticais representam as médias + o erro padrdo para
grupos experimentais de 8 animais.

6.2 Determinacio da Nocicepcao Relacionada ao Modelo de Inducio em Ratos
6.2.1 Avaliacao da Alodinia Mecanica pelo Método von Frey

Trés grupos experimentais de animais foram utilizados na avaliacdo do potencial
antinociceptivo do composto pirazdlico DHP. Dois grupos controles foram tratados com
veiculo, sendo um submetido ao procedimento cirurgico incisional (GIV — grupo incisado
veiculo), permitindo a obtengao de valores para o controle positivo do teste, € o outro, apenas
tratado e ndo submetido a realiza¢do da incisdo plantar (GNIV- grupo ndo incisado veiculo),
fornecendo os valores controle negativo ou basal. O terceiro grupo (GDHP) foi submetido ao

procedimento cirargico e recebeu tratamento com o composto pirazolico DHP.

Conforme os valores apresentados na Tabela 7 e Figura 16, na primeira etapa, os
valores basais dos trés grupos experimentais ndo apresentaram diferenga estatistica,
demonstrando para o grupo GNIV, valores de laténcia média de 72,5 + 2,3g, ndo ocorrendo
grandes variacdes no decorrer dos quatorze dias de experimento. Muito similar ao grupo
GNIV, o grupo GIV apresentou valores basais médios de laténcia de 72,4 + 3,3g, diferindo
pela sua progressiva queda apos o procedimento cirurgico, atingindo valores basais minimos
de 8,7 = 0,6g, ao terceiro dia. O grupo GDHP, apresentou valores basais de 69,9 + 4,5¢g, e

assim como o grupo GIV, obteve acentuada queda até o terceiro dia (7,5 + 0,7g).
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Na segunda etapa do experimento, apds o tratamento oral com o composto pirazolico
(GDHP) na dose de 10mg/kg, obteve-se um progressivo e significativo aumento na laténcia,
em relagdo ao grupo veiculo incisado (GIV), com percentuais de reversdo da alodinia (%RA)
de 6,8% (11,9 + 1,2g), 11,0% (16,0 £ 0,9¢g), 13,2% (22,7 + 1,4g), 24,7% (26,4 + 1,2g), 28,2%
(28,3 £ 1,6g) e 26,9% (30,0 + 2,3g) nos tempos de 1, 3, 6,9, 12 e 24h (Tabela 7, Tabela 8 e
Figura 16).

Na terceira etapa, com o objetivo de avaliar a recuperagdo da laténcia até valores
basais proximos ao grupo GNIV, as avalia¢des obtidas nos 7°, 10° e 14° dias apds a cirurgia
mostraram valores de RA de 26,9% (30,0 + 2,3g), 43,4% (49,0 + 2,7g) e 60,4% (55,5 = 2,1g),
respectivamente (Tabela 8). Entretanto, essa recuperacdo gradual das laténcias dos animais
tratados com o composto DHP até o 14° dia ndo alcangaram valores semelhantes ao grupo

GNIV, assim como o grupo GIV (Tabela 7 e Figura 16).

Tabela 7: Influéncia do tratamento com o composto pirazdlico 1,5-difenil-3-
hidrazinopirazol(a) — DHP (10mg/kg, p.0.) na sensibilidade nociceptiva (médias + erro padrdo
da laténcia em gramas) induzida pela incisdo na regido plantar, obtidos através do método von
Frey e percentuais de reversao da alodinia (%RA). **p<0,01 ¢ ***p<0,001 n = 10 animais em
média.

von Frey GRUPOS / LATENCIAS (gramas) % RA
LEITURAS GNIV GDHP GIV °
= _ |Basal 72,5+23 69,9 + 4.5 724+33
% & |1'Dia 73.9+2.4 16,2+ 1,5 123+1,9
£ 5 [2°Dia 724+24 9,7+ 1,4 7.8+0,8
A 3° Dia 72,1427 7,5+0,7 8,7+0,6
30 Minutos | 71,8+25 | 10,5+0,8 8,1+13
1 Hora 71,1 +£2,1 11,9+ 1,2%% 7,6 +0.8 6,8
S = | 3 Horas 71,420 | 160+09%**| 91+09 | 11,0
g,) 5 6 Horas 740£1,6 | 22,7+ 14%%% 149+0,8 13,2
2 9 Horas 72,7420 | 264+12%%%| 112+09 | 24,7
12 Horas 69,5+22 | 283+1,6%%%| 12,1+14 | 282
24 Horas 73,7+28 | 300+23%%%| 139+32 | 269
= _ | 7°Dia 732+24 | 340+ 1,7%%%| 196+15 | 269
$ & | 10° Dia T43+2,0 | 49,0+27%%%| 29,6+25 | 434
=" [ 14° Dia 20410 | 5554+2.1%%%| 302+1,7 | 60,4
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Figura 16: Efeito do composto pirazdlico 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP (10mg/kg, p.0.) sobre o limiar nociceptivo (laténcia em
gramas) induzida pela incisdo na regido plantar, obtidos através do método von Frey. Os simbolos (m GNIV, A GDHP e o GIV) e barras
verticais representam as médias + erro padrdo das variacdes da laténcia em gramas dos grupos experimentais contendo dez animais em média.
**p<0,01 e ***p<0,001
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Tabela 8: Percentuais de reversao da alodinia mecanica e hiperalgesia térmica obtidos apos o
tratamento com composto pirazolico 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) em modelo de dor pos
incisional avaliado pelo método de von Frey e de Hargreaves durante as 2* e 3* etapas do
experimento.

METODOS
LEITURAS
von Frey | Hargreaves

%RA %RH

1 Hora 6.8 14,8

< 3 Horas 11,0 68,9
g 6 Horas 13,2 67,1
Ed 9 Horas 24,7 58,6
N 12 Horas 28,2 46,2
24 Horas 26,9 29,8

% 4° Dia 26.9 43,4
02 7° Dia 43,4 28,6
én | 14°Dia 60,4 64,0

6.2.2 Avaliacao da Hiperalgesia Térmica pelo Método Hargreaves

Do mesmo modo que o método de von Frey, no método de Hargreaves foi obtida a
mesma evolugdo de respostas em sua primeira etapa de avaliagdo. Nesta, os valores médios
das laténcias basais também ndo apresentaram diferenca estatistica (GNIV - 15,7 £ 0,7s,
GDHP - 14,7 £ 0,9s e GIV - 13,9 + 1,0s), com o grupo GNIV mantendo durante os quatorze
dias de experimento valores semelhantes a sua laténcia média basal inicial. Os grupos GDHP
e GIV apresentaram uma diminui¢do progressiva de seus valores médios de laténcia,
atingindo valores de 4,6 + 0,3s e 5,4 + 0,5s, respectivamente no terceiro dia apds a incisao

(Tabela 9 e Figura 17).

Na segunda etapa do experimento, apds o tratamento oral com 10mg/kg do composto
pirazolico DHP, obteve-se um aumento progressivo no tempo médio de laténcia nas leituras
de 1, 3 e 6h, com percentuais de reversdo da hiperalgesia térmica (%RH), de 14,8% (6,8 +
0,6s), 68,9% (5,8 £0,4s) e 67,1% (6,2 + 0,5s) respectivamente, seguido de reducdes do %oRH
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de 58,6% (11,0 = 0,3s), 46,2% (10,0 + 0,8s), € 29,8% (8,8 + 0,9s) para as leituras de 9, 12 e
24h, respectivamente (Tabela 8, Tabela 9 e Figura 17).

Com os valores de laténcia obtidos nos dias 7, 10 e 14 apoés a cirurgia, obteve-se com
o grupo GDHP uma recuperacao da laténcia até o 14° dia quando atingiu valores semelhantes
ao GNIV e a sua laténcia basal, entretanto, ndo atingiu laténcias semelhantes aos basais
(Tabela 7 e Figura 16), apesar do grupo GIV ter apresentado gradual retorno em direcdo aos

valores da primeira avaliagao.

Tabela 9: Influéncia do tratamento com o composto pirazolico 1,5-difenil-3-
hidrazinopirazol(a) — DHP (10mg/kg, p.0.) na sensibilidade nociceptiva (médias + erro padrao
da laténcia em segundos) induzida pela incisdo na regido plantar, obtido através do método de
Hargreaves e percentuais de reversdo da hiperalgesia (%RH). *p<0,05, **p<0,01 e
**%p<(0,001 n = 8 animais em média.

Hargreaves GRUPOS / LATENCIAS (segundos)

LEITURAS|  GNIV GDHP crv | °RH
« Basal 15,7+ 0,7 14,7+ 0,9 13,9+1,0
Zg §. 1° Dia 15.6+0,9 7.9+03 7.8+0,6
£ 2 | 2°Dia 153+1,2 56+03 56+0,8
3° Dia 14,7409 4,6+03 54+0,5
30 Minutos | 15,0+ 0,9 55+04 55+04
1 Hora 17,7+ 1,1 6,8+ 0,6%% 49+04 | 14,8

3Horas | 14,6+0,7 | 108=1,0%%* | 58+04 | 689
6 Horas 14,1+ 0,9 11,5£0,9%**% | 6,2+0,5 | 67,1
9 Horas 14,6 £ 0,5 11,0£0,3*** | 59+0,8 | 58,6
12Horas | 142+1,1 | 100+£08%% | 64+05 | 46,2
24 Horas 154+1,6 8,8 +0,9% 6,0+0,7 | 29,8

Segunda
Etapa

£ . | 7Dia 157413 | 11,0£07%% | 7.4+07 | 43,4
S & | 10° Dia 167+0,9 | 11,0£06%%* | 83+03 | 32,1
%]

== 14" Dia 16710 | 145+1.0%* | 10,6+0,7 | 64,0
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Figura 17: Efeito do composto pirazélico 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP (10mg/kg, p.0.) sobre o limiar nociceptivo (laténcia em
segundos) induzida pela incisdo na regido plantar, obtido através do método de Hargreaves. Os simbolos(m GNIV, A GDHP e o GIV) e barras
verticais representam as médias + erro padrao das variagdes da laténcia em segundos dos grupos experimentais contendo oito animais em média.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001
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7 DISCUSSAO

A dor ¢ um sinal cléssico dos processos inflamatorios, e o seu controle contribui de
maneira substancial na terap€utica a ser empregada, portanto, os fairmacos anti-inflamatorios

que possuem boa eficacia no tratamento da dor sdo bastante desejados.

Assim, as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do DHP foram testadas em
modelos agudos de nocicepc¢ao (quimico e térmico) e de inflamagdo em camundongos, bem
como através de modelo cronico que avaliou a influéncia deste composto sobre a alodinia
mecanica e a hiperalgesia térmica na dor incisional em ratos, considerando, cuidadosamente,
que muitas variaveis podem influenciar os pardmetros medidos como sinais de analgesia e

inflamacao.

A nocicepcao induzida experimentalmente varia com o grau de consciéncia do animal
e também com a presenca de outras aferéncias sensoriais como o ambiente agressivo, as
baixas temperaturas, o estresse ou a irritacio com possivel lesdo tecidual no animal,
produzida, por exemplo, por extratos vegetais contendo saponinas, taninos ou o pH das
solucdes, quando injetados por via subcutanea ou intraperitoneal. Além disso, a maioria dos
métodos de avaliacdo experimental da dor envolve uma resposta motora dos animais, de tal
forma, que resultados falsos positivos podem ser obtidos caso os extratos ou os compostos
testados produzam sedacdo e imobilizagdo dolorosa, comprometendo a motricidade

(NODINE; SIEGLER, 1964; RATES; BARROS, 1994).

Por outro lado, na interpretacdo do edema como sinal de inflamagdo, limitagdes
semelhantes devem ser consideradas, pois sua formacdo depende da perfusdo vascular do
tecido avaliado, da pressdo sanguinea sistémica e dos niveis de glicocorticoides circulantes,
podendo também determinar o aparecimento de resultados falsos positivos (RATES;

BARROS, 1994; SOUCCAR; LAPA, 1997).

O primeiro modelo farmacolégico empregado foi o teste de contor¢des abdominais
induzidas pelo acido acético em camundongos, que frequentemente ¢ utilizado para a triagem
de compostos sintéticos e naturais, com o qual se objetivou observar a presenca de atividade
antinociceptiva central e/ou periférica, pois esse método farmacoldgico possui sensibilidade

aos anti-inflamatdrios nao-esteroidais, assim como aos opidides (ZAKARIA et al., 2006b;
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FISCHER et al., 2008). Esse modelo permite determinar a dose inibitéria 50% (ID50) e
através desse parametro, comparar o potencial analgésico de diferentes farmacos (SANTOS et
al., 1998). Dados da literatura mostram uma boa correlagdo entre a poténcia de drogas
analgésicas neste modelo e as suas eficacias clinicas (SIEGMUND et al., 1957; NODINE;
SIEGLER, 1964; PONG et al., 1985; DUBINSKY et al., 1987).

Quando injetado por via intraperitoneal, o 4cido acético induz de forma indireta o
aparecimento de contor¢cdes abdominais, agindo através da liberacdo de mediadores
endogenos que estimulardo os neurdnios nociceptivos sensiveis (FISCHER et al., 2008). A
sensibilizacdo destes nociceptores ocorre através da liberacao e/ou producao de mediadores
como histamina, serotonina, bradicinina, citocinas, e prostaglandinas. Deste modo, a
nocicepg¢ao observada neste modelo tem sido relacionada a mediadores como PGE,, PGF;, e
PGI,, bem como produtos da lipoxigenase (PARVEEN et al., 2007). Assim, este modelo
também induz a liberagdo de TNF-a e IL-1p, mediadores diretamente ligados aos processos
inflamatorio e nociceptivo, tendo sido caracterizado que anticorpos anti-TNF-a e anti-IL-1
inibem as contor¢cdes abdominais (VERRI et al., 2006), comprovando a relacdo do modelo

com processos inflamatorios e nociceptivos.

A analgesia moderada produzida pelo acido acetilsalicilico e pela indometacina ¢
explicada pela inibi¢do da atividade da cicloxigenase e redug@o da sintese de prostaglandinas
(VANE, 1971). Entretanto, nos testes padrdo em animais nos quais se induz uma reacao
inflamatéria tem sido dificil separar a influéncia da atividade anti-inflamatéria destes

compostos de um efeito analgésico singular (HUNSKAAR et al., 1986).

Diferentemente, quando comparado aos compostos pirazolicos 4-metil-5-hidroxi-5-
trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-pirazolcarboxamida (NF0) e 3-metil-5-hidroxi-5-trifluormetil-
4,5-diidro-1H-1-pirazolcarboxamida (NF2), que ndo apresentaram atividade antinociceptiva
no teste das contor¢des abdominais (SAUZEM, 2004), a administra¢do oral do composto 1,5-
difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP produziu efeito antinociceptivo de maneira dose
dependente, observado através da inibicdo do niimero de contor¢des abdominais induzidas

pelo 4cido acético. Esta relagdo dose efeito permitiu o célculo da DI50, que foi de 1,29mg/kg,

p.o.
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Esses resultados evidenciaram uma boa poténcia antinociceptiva para o composto
DHP, considerando comparativamente que controle positivo deste teste, a indometacina,
administrada em dose semelhante (10mg/kg) a maior dose do composto, produziu menor
inibi¢do das contor¢des. Adicionalmente, esse valor de DIS0 do DHP reforga a sua eficacia ao
se relacionar esse resultado com os obtidos nos estudos de Pires (2009), que utilizando o
mesmo modelo experimental, avaliou as DI5S0 de diferentes farmacos anti-inflamatérios
empregados na clinica médica veterindria, revelando que a administracdo oral do firocoxibe
(DI5S0 = 1,9mg/kg), do carprofeno (DI5S0 = 2,3mg/kg) e do cetoprofeno (DIS0 = 3,6mg/kg)
tiveram valores superiores de DI5S0, enquanto que somente o meloxicam (DIS0 = 0,1mg/kg) e
o flunixim meglumine (DI50 = 0,4mg/kg) apresentaram maior poténcia antinociceptiva que o

1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP.

Buscando investigar possiveis mecanismos envolvidos com a antinocicepgao
produzida pelo DHP no teste de contor¢des abdominais, foi empregado o teste de tail-flick, ou
teste de retirada da cauda, que consiste na aplicacdo térmica de uma fonte radiante de calor na
cauda do animal como estimulo nociceptivo, provocando seu movimento de retirada
(D'AMOUR; SMITH, 1941), caracterizando-se por uma nocicep¢do aguda ndo-inflamatoria
(ZAKARIA et al., 2006a; FISCHER et al., 2008). Do ponto de vista farmacologico, o teste do
tail-flick ¢ sensivel para identificar a atividade de compostos presentes em extratos vegetais
ou isolados a partir dessas, bem como sintéticos, cujos mecanismos se assemelhem aos
promovidos pelos analgésicos opidides (LE BARS et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2008), uma
vez que a morfina administrada sistemicamente ¢ capaz de suprimir respostas de neurénios

espinhais ao estimulo térmico nocivo na cauda (DOUGLASS; CARSTENS, 1997).

Assim, o fentanil (200pg/kg, s.c.), farmaco opidide 150 vezes mais potente que a
morfina (OTERO, 2005) e utilizado como controle positivo para o teste, aumentou
significativamente o periodo de laténcia dos camundongos ao estimulo térmico nos tempos de
30, 60, 90, 120 e 150min apds a sua aplicagdo. Por outro lado, o composto DHP, administrado
oralmente na dose (10mg/kg) que produziu efeito antinociceptivo maximo no teste das
contor¢des abdominais, nao alterou o periodo de laténcia dos animais ao estimulo térmico
durante todos os tempos de avaliagdo pds-tratamento, quando comparado ao grupo controle,
indicando com esse resultado que a antinocicep¢do do composto DHP ndo parece estar

relacionada a mecanismos de a¢des no sistema nervoso central.
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Numa outra abordagem para o estudo da antinocicep¢ao do DHP, foi utilizado o teste
da formalina, que se caracteriza por apresentar duas fases distintas de nocicep¢do: uma
primeira denominada de fase neurogénica e uma posterior ou tardia denominada de fase
inflamatéria (HUNSKAAR et al., 1985; DICKENSON; SULLIVAN, 1987; COWAN et al.,
1989), sendo esse modelo uma ferramenta muito utilizada para a pesquisa de compostos com
acdo antinociceptiva (McNAMARA et al.,, 2007). A primeira fase ou fase neurogénica
comega imediatamente apds a injegdo intraplantar da formalina e possui curta duragdo. E
caracterizada pela liberagdo de mediadores como serotonina, substancia P, cininas, histamina
e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (GONCALVES et al.,, 2008;
OLIVEIRA et al., 2008). Diferentemente, a fase tardia ou fase inflamatéria, ¢ mais duradoura
e persistente, causada por inflamac¢do local devido a formacao e/ou liberagdo de mediadores
como citocinas, eicosandides, cininas, glutamato e 6xido nitrico (CHICHORRO et al., 2004;
TASSORELLI et al., 2006). Este teste, apresenta alta sensibilidade a acdo da maioria dos
AINEs, neles incluindo o 4&cido acetil salicilico, a indometacina € o naproxeno

(GONCALVES et al., 2008).

Foi demonstrado que a formalina pode ativar diretamente nociceptores através de
receptores de potencial transitorio, tipo anquirina 1 (TRPA1) (McNAMARA et al., 2007),
sendo capaz de degranular mastocitos, causando a liberagdo de histamina e serotonina
(PARADA et al., 2001), que ativam os nociceptores, promovendo também a liberagdo de
neuropeptideos como substancia P, neurocinina A, neurocinina B ¢ CGRP, nos terminais
periféricos aferentes primarios (SANTOS; CALIXTO, 1997), assim como os aminoacidos
excitatorios glutamato e aspartato (OMOTE et al., 1998). Desta forma, acredita-se que estes
mediadores quimicos parecem ser os responsaveis pela nocicepgdo transitoria observada nos

primeiros cinco minutos apds a injecao de formalina (MILANO, 2008).

Complementarmente, esta liberagdo de mediadores na primeira fase do teste da
formalina, promove o extravasamento plasmatico, a vasodilatacdo de capilares adjacentes, a
ativacao de fibras simpaticas, de macrofagos e de mastdcitos, que por sua vez também
induzem a liberagdo de mais mediadores do processo inflamatdrio, tais como as cininas,
prostaglandinas, citocinas, dentre outros (SHIBATA et al., 1989; CORREA; CALIXTO,
1993), garantindo com isso, além da nocicep¢ao, o envolvimento do processo inflamatorio,

para esta fase do teste (TJOLSEN et al., 1992).
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Drogas analgésicas possuem agoes diferentes na primeira e segunda fase do teste da
formalina. Os opidides possuem agdo central e inibem as duas fases similarmente. Por outro
lado, os analgésicos ndo opidides como a dipirona, um exemplo de derivado pirazodlico,
possuem acao central e periférica, produzindo efeitos antinociceptivos em ambas as fases,
porém, mais caracterizada na segunda, a qual se observa a inibicdo mediante doses menores

quando comparadas a primeira fase (HUNSKAAR; HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989).

Na primeira fase de nocicepcdo do teste da formalina, o DHP (10mg/kg) ndo
influenciou a reatividade dos camundongos aos sinais dolorosos, sendo este resultado
compativel com o obtido no teste do tail-flick ¢ semelhante ao observado no estudo de
Sauzem (2004), quando o composto pirazolico 3-metil-5-hidroxi-5-trifluormetil-4,5-diidro-
1H-1-pirazolcarboxamida ndo foi capaz de reduzir o comportamento nociceptivo nesta fase.
Por outro lado, na fase inflamatoria, o DHP produziu reducdo significativa (40,9%) na
reatividade dos animais, indicando que a antinocicep¢ao do composto pode depender de agdes

que interferem no processo inflamatorio.

O edema ¢ um dos parametros empregados na avaliagdo de processos inflamatorios,
assim como na atividade de farmacos com propriedades anti-inflamatdrias. O 6leo de croton,
utilizado para a indu¢do do edema de orelha, gera uma resposta inflamatoria aguda, que se
caracteriza pela producdo de PGs e LTs, aumento da permeabilidade vascular, edema e
infiltracdo de neutréfilos. O edema tem a sua génese promovida pela vasodilatagao e pelo
aumento da permeabilidade vascular, que favorecem o extravasamento de proteinas e agua,
garantindo a pressdo oncotica local (SHIN et al., 2006; ZHANG et al., 2007). A formagao
deste edema ¢ mediada inicialmente pela serotonina e histamina e, posteriormente, pelas
prostaglandinas (PARVEEN et al., 2007) e leucotrienos (ISHII et al, 1994) de modo que a
maior parte da atividade proé-inflamatoria do 6leo de croton se deve a formagdo de acido
araquidonico. Assim, todos os inibidores da PLA,, como das vias das cicloxigenases ou

lipoxigenases, sao efetivos na supressdo do edema de orelha (ZHANG et al., 2007).

No teste do edema de orelha induzido pelo 6leo de créton em camundongos, o
tratamento oral com o DHP na dose de 10mg/kg, inibiu a formacdo do edema em 54%,
seguindo perfil semelhante ao obtido com o controle positivo do teste, a dexametasona. Essa
atividade anti-edematogénica reforca a indicagdo de que mecanismos anti-inflamatérios estao

envolvidos na efetividade exercida pelo composto nos testes anteriores.
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Considerando que a inibicado da migracdo de leucdcitos € também um dos efeitos
caracteristicos de farmacos com propriedades anti-inflamatdrias, o teste da peritonite induzida
pela carragenina teve por objetivo avaliar a influéncia do DHP na migra¢do leucocitdria para
cavidade peritoneal. A carragenina, um polissacarideo sulfatado, desencadeia uma inflamagao
aguda envolvendo a liberagdo sequencial de varios mediadores pro-inflamatorios,
principalmente a histamina, a serotonina, as cininas, as prostaglandinas e os tromboxanos (DI
ROSA et al., 1971; DAMAS et al., 1990). Este modelo de inflamagdo aguda permite a
quantificacdo de leucdcitos que migram para a cavidade peritoneal, sob acdo de agentes
quimiotaticos, principalmente leucotrienos e interleucinas; sendo sensivel a agdo de anti-
inflamatérios esteroidais (VINEGAR et al.,, 1973; HIGGS et al., 1980; MIKAMI;
MIYASAKA, 1983; BROOKS; DAY, 1991).

O processo de migracdo leucocitaria é dependente da produgdo e da liberagdo de
mediadores quimiotaticos, como os produtos da lipoxigenase € quimiocinas, sendo constituido
por eventos como a marginalizac¢do e rolamento de leucdcitos, a sua aderéncia e o processo de
transmigracdo em dire¢do a regido lesionada. Farmacos com atividade anti-inflamatdria
podem reduzir a migra¢ao de leucécitos por impedir a sintese e/ou liberagdo de mediadores
quimiotaticos ou bloquear alguma fase da migragao dos leucocitos (MULLER, 2002). Apesar
de alguns estudos relatarem que a migracao dos leucdcitos ndo estaria diretamente relacionada
aos produtos da cicloxigenase (HIGGS et al., 1980; BROOKS; DAY et al., 1991), este
processo pode ser inibido por diversos AINEs, indicando que varios mecanismos podem estar
envolvidos no seu controle. Menezes ¢ colaboradores (2005) demonstraram que a PGF,, era
capaz de induzir a migragao de leucécitos, sugerindo que a propriedade inibitéria de AINEs

parece estar principalmente relacionada com a produgado reduzida de PGF»,.

No teste da peritonite induzida pela carragenina, a administracdo oral do composto
DHP, promoveu inibi¢do dose-dependente da migragdo total de leucécitos para a cavidade
peritoneal de camundongos, com DI50 de 20,9mg/kg. Esse resultado dose dependente indicou
a especificidade da acdo exercida pelo DHP em influenciar o estabelecimento do processo
inflamatorio, reduzindo a migragdo leucocitdria, revelando também nesse modelo, suas

propriedades anti-inflamatorias.

Em seguida, para investigar a influéncia do DHP sobre a dor pos-incisional em ratos,

foi avaliada a alodinia mecanica, determinada através do teste de pressdo crescente na pata
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incisada, conhecido como método von Frey eletronico, que consiste em determinar a laténcia,
expressa em gramas, através de um transdutor de pressao conectado a um contador digital de
forca (MOLLER et al., 1998); bem como a hiperalgesia térmica, teste que avalia a laténcia em
segundos, para a retirada da pata incisada, por aplicacdo de fonte de luz infravermelha

(HARGREAVES et al., 1988).

Os modelos experimentais baseados em testes mecanicos permitem a avaliagdo do
aumento da sensibilidade do nociceptor a estimulos in6cuos (alodinia) ou nocivos
(hiperalgesia). Porém, além de estimulo de nociceptores de fibras Ad e nociceptores de fibras
C, também podem ser ativados mecanorreceptores, resultando em estimulos inespecificos que
nem sempre refletem a neurofisiologia da nocicepcio (LE BARS et al., 2001).
Particularmente, o teste de von Frey, ¢ usado para avaliar através do estimulo mecanico
inécuo e crescente (alodinia mecanica) a sensibilidade tecidual provocada pela incisdao

(MOLLER et al., 1998).

O comportamento nociceptivo, observado pelo teste de Hargreaves, consiste em medir
a reatividade dos animais ao estimulo térmico nociceptivo, através do intervalo de tempo, em
segundos, para que o animal retire a pata do local de incidéncia do estimulo térmico
(HARGREAVES et al., 1988). Modelos de estimulos térmicos sensibilizam os
termorreceptores e, quando a temperatura ¢ elevada, os nociceptores sdo ativados, por isso,
como em testes mecanicos, podem também apresentar estimulos ndo especificos onde a

rea¢do nao representa essencialmente uma resposta nociceptiva (LE BARS et al., 2001).

Durante os trés primeiros dias da primeira etapa do experimento, o grupo de animais
incisados e posteriormente tratados com veiculo, partindo de valores basais, apresentou uma
progressiva diminui¢do da laténcia, obtendo-se valores minimos no terceiro dia apos a
incisdo, nos métodos de von Frey e de Hargreaves na avaliacdo nociceptiva. Durante todas as
etapas do experimento, o grupo de animais nao incisados e tratados com o veiculo nao
apresentou alteracdes significativas nos valores de laténcias aferidos em ambos os métodos,

como esperado.
No terceiro dia, quando se iniciou a segunda etapa experimental com a realizagao dos

tratamentos com o DHP ou com o veiculo, garantiu-se que a avaliagdo dos animais fosse feita

sob um estado de dor ja estabelecido, em que o comportamento de hipersensibilidade nao
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fosse influenciado pelo tratamento durante cirurgia ou no periodo inicial do pds-operatdrio

(WHITESIDE et al., 2004).

Nas avaliacdes desta segunda etapa, tanto no von Frey quanto no Hargreaves, o
tratamento com o composto DHP (10mg/kg, p.0.) exibiu uma atividade antinociceptiva

significante que se iniciaram a partir da primeira hora apos o tratamento.

Na alodinia mecénica, as laténcias observadas no grupo tratado com DHP
caracterizaram-se por um aumento progressivo até a leitura de doze horas, quando se obteve o
maior percentual de reversdao da alodinia. Nos 4°, 7° e 14° dias, da terceira etapa do
experimento as laténcias desse grupo se mantiveram em progressivo aumento,n apresentando
maior reversdao da alodinia no 14° dia ndo alcangando, entretanto, valores semelhantes aos do

grupo nao incisado nesse mesmo dia.

Esse potencial antinociceptivo do DHP se assemelharam aos obtidos por Teixeira
(2010), que avaliou o potencial analgésico de farmacos anti-inflamatérios nao esteroidais
utilizados na clinica médica veterindria, com o mesmo modelo experimental de dor incisional.
Esse estudo revelou que no von Frey, o flunixim-meglumine, o cetoprofeno e o firocoxibe
apresentaram reversdo da alodinia méxima, doze horas apds as administragdes, de forma
semelhante ao DHP e diferentemente aos obtidos com o carprofeno (6h) e do meloxicam (9h),
tendo somente o cetoprofeno ¢ o meloxicam se destacado na inibigdo da alodinia mecanica,

comparativamente ao composto pirazolico testado.

Na segunda etapa do teste de Hargreaves, a laténcia ao estimulo térmico maxima foi
observada trés horas ap6s o tratamento com DHP, com percentual de reversao da hiperalgesia
de 68,9%, podendo-se observar nas avaliacOes realizadas nesta e na terceira etapa do
experimento, uma recuperagdo gradual da laténcia até o 14° dia e, diferentemente do resultado
obtido no von Frey, a reversdao da hiperalgesia alcangou valores semelhantes as do grupo nao

incisados, ndao ocorrendo 0 mesmo com o grupo incisado tratado com veiculo.

O teste de Hargreaves realizado no estudo de Teixeira (2010) mostrou que a utilizacao
do cetoprofeno e do firocoxibe garantiram uma reversao da hiperalgesia maxima nove horas
apods as administragdes, sendo esses muito superiores aos obtidos com o DHP nesse mesmo

tempo. Por outro lado, o meloxicam ¢ o flunixim-meglumine obtiveram reversao da
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hiperalgesia maxima ap6s seis horas das administragdes e o carprofeno apds doze horas das
administracdes, mantendo também maiores poténcias antinociceptivas ao estimulo térmico

que o DHP.

Estes resultados experimentais demonstram que a administragdo do DHP, produziu
maior reversao da hiperalgesia térmica no método de Hargreaves que na alodinia mecanica

(von Frey), exercendo em ambos os métodos uma antinocicepg¢ao significativa.

Na avaliagdo nociceptiva pelo método de von Frey, foi observado que o DHP
promoveu significativa reversao da hiperalgesia em um determinado intervalo de duragdo do
experimento, o mesmo ocorrendo no método de Hargreaves. Esta efetividade, analisada com
o conjunto dos resultados obtidos nos modelos anteriores, indica que o composto estudado
apresenta propriedades anti-inflamatorias, considerando que firmacos anti-inflamatdrios ao
inibirem o processo de sintese de prostaglandinas, desempenham um importante papel na
reducdo dos sinais e sintomas da inflamag¢do, ndo gerando sensibiliza¢do dos nociceptores de

fibras aferentes e diminuindo a resposta a estimulos 4lgicos que resultariam em hiperalgesia.

O aumento da atividade em fibras aferentes sensoriais ap6s dano associado a
sensibilizacdo do nociceptor pode alterar o processamento espinhal de informacdes sensoriais
(YAKSH, 1993). Assim, a lesdo periférica ou a inflamagcdo podem gerar um estado de
facilitacdo espinhal, em que um estimulo moderado podera evocar uma descarga profunda nos
neurdnios nociceptivos do corno posterior, avaliados como uma diminui¢ao nas laténcias de
retirada da pata a um estimulo térmico radiante (HARGREAVES et al., 1988) ou uma
diminui¢do do limiar para estimulos mecanicos (FERREIRA et al., 1978). Esta sensibiliza¢ao
pode ocorrer em nivel periférico e central, onde os prostandides sdo potentes em sensibilizar
os agentes envolvidos na modulagdo da transdugdo e transmissdo da informagao nociceptiva,
produzindo hipersensibilidade pronunciada para estimulos mecanicos e térmicos na pele

(BURIAN; GEISSLINGER, 2005).

Estudos de Ortiz e colaboradores (2005) revelaram que o tratamento com acemetacina,
um AINES com estrutura similar a indometacina, foi capaz de diminuir a hiperalgesia térmica
induzida pela carragenina de forma dose dependente em camundongos. Ja a administragdo
oral de um inibidor seletivo da COX-2 (JTE522) ou indometacina, um potente e classico

inibidor da enzima cicloxigenase, reduziram alodinia tatil (YAMAMOTO et al., 2000).
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Portanto, farmacos com propriedades anti-inflamatorias podem inibir a hiperalgesia térmica e

a alodinia mecanica, efeitos esses aqui evidenciados apds a administragao do DHP.

Considerando que alguns dos métodos escolhidos no presente estudo (contorgdes
abdominais, tail-flick, formalina, von Frey ¢ Hargreaves) para a avaliagdo da atividade
antinociceptiva, sempre exigiram respostas motoras dos animais, resultados falso positivos
poderiam ser obtidos, caso ocorresse perda da coordenagdo motora dos animais por sedacao
e/ou relaxamento muscular. Para descartar tal possibiliade do efeito do composto DHP sobre a
motricidade, foi estudado com o teste do rota-rod. Neste teste, o pré-tratamento oral dos
animais com o DHP, utilizando dose sete vezes maiores que a DIS0 obtida no modelo das
contor¢des abdominais, ndo modificou o numero de quedas, nem o tempo de permanéncia dos
camundongos no rota-rod, excluindo influéncias motoras e diferentemente do diazepam,
controle positivo do ensaio. Este resultado indicou a especificidade do efeito antinociceptivo
do DHP, nao sendo acompanhado de depressdao do sistema nervoso central, o que seria

esperado de um opidide de acdo central, tipo morfina.

Corroborando com pesquisas com as quais foram obtidas atividades anti-inflamatorias,
analgésicas e antipiréticas em diferentes compostos pirazolicos (BORNE, 1995; GORSOY et
al., 2000; MILANO et al., 2008; SAUZEM et al., 2008), nossos resultados revelam que o
composto pirazolico 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) - DHP possui propriedades analgésica e
anti-inflamatoria, sinalizando perspectivas favoraveis para o desenvolvimento de novos
estudos (farmacodindmicos, farmacocinéticos, toxicicidade e clinicos) que determinem a
possibilidade, a oportunidade e até mesmo as vantagens da sua utilizagdo no tratamento da
dor, bem como de diferentes doencas inflamatorias em relagdo aos inumeros farmacos anti-

inflamatorios utilizados na clinica médica veterinaria.
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8 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos nos diferentes ensaios farmacoldgicos desenvolvidos

neste trabalho, concluimos que:

e O composto 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) - DHP possui atividade antinociceptiva

no teste das contor¢des abdominais.

e O efeito antinociceptivo do composto DHP nao parece depende de mecanismos de agao
no sistema nervoso central, considerando o resultado negativo no modelo experimental

do tail-flick.

e Os resultados do teste da formalina, quando o DHP foi capaz de inibir a segunda fase
de nocicepcao (dor inflamatéria), ndo influenciando a primeira fase (dor neurogénica)
deste modelo, reforcou a hipdtese apresentada no item anterior e indicou mecanismos

anti-inflamatoérios na antinocicep¢ao do composto.

e A atividade anti-edematogénica evidenciada com a redu¢do do edema de orelha
induzido pelo 6leo de croton, representou outra evidéncia das propriedades anti-

inflamatorias do DHP.

e A inibicao da migragdo leucocitaria produzida pelo DHP no teste da peritonite por

carragenina, reforcou também nesse modelo a atividade anti-inflamatéria do composto.

e O DHP inibiu a dor incisional, nos testes da alodinia mecanica (von Frey) e da

hiperalgesia térmica (Hargreaves).

e O DHP ndo produziu alteragdes na atividade motora dos animais.
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9 PERSPECTIVA

Estes resultados sinalizam favoravelmente para a realizagdo de estudos
farmacodinamicos, farmacocinéticos, de toxicidade e clinicos, que permitirdo determinar se o
novo composto 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) - DHP, representara avangos no tratamento da

dor e da inflamagao.
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