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RESUMO

Modifica¢Bes das estruturas quimicas de substancias com potencial terapéutico
representam uma estratégia promissora no desenvolvimento de novos
farmacos. A curcumina, um polifenol natural abundante no rizoma da Curcuma
longa, € empregada na medicina tradicional devido as suas propriedades
terapéuticas, principalmente anti-inflamatéria. Em virtude da baixa
biodisponibilidade da curcumina, analogos de curcumina foram sintetizados na
tentativa de obter melhorias em caracteristicas biofarmacéuticas e aumentar os
efeitos bioldgicos. No presente estudo, avaliamos as atividades do analogo de
curcumina ((2E,3E)-3-buten-2-ona-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-(4-(4- metoxifenil
)-2-tiazolil)hidrazona; RI75) em modelos de dores nociceptiva, inflamatéria e
neuropatica e modelo de inflamac&o aguda em camundongos. A administracao
intraperitoneal (i.p.) prévia do RI75 (40 mg/kg) reduziu a alodinia mecanica
induzida por carragenina ou paclitaxel. Entretanto, o R175 né&o alterou a laténcia
no modelo de resposta nociceptiva induzida por calor. A atividade motora dos
animais néo foi alterada pela administracdo do RI75. A atividade
antinociceptiva do RI75 foi inibida pela administracdo prévia de naltrexona (5
ou 10 mg/kg, i.p) ou ciproheptadina (5 ou 10 mg/kg, i.p.), mas ndo de
glibenclamida (20 ou 40 mg/kg, per 0s). O pré-tratamento com o RI75 (20 ou 40
mg/kg, i.p.) reduziu o edema de pata, a producao de fator de necrose tumoral-a
e interleucina-6 e a atividade da mieloperoxidase induzidos por carragenina.
Concluindo, os resultados do presente estudo demonstraram a atividade do
analogo de curcumina RI75 em modelos de dores inflamatoria e neuropatica e
de inflamacdo. A atividade do RI75 esta relacionada com a ativacdo de
mecanismos opioidérgicos e serotoninérgicos e a reducdo da producdo de
citocinas e do recrutamento de leucdcitos. Os resultados podem servir como
base para a realizacédo de ensaios pré-clinicos para a avaliacao da toxicidade e
do perfil farmacocinético, etapas fundamentais para o avanco de pesquisas

visando ao desenvolvimento de novas alternativas farmacoterapéuticas.

Palavras-chave: Curcumina. Analogos de curcumina. (2E,3E)-3-buten-2-ona-4-
(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-(4-(4-metoxifenil)-2-tiazolil)hidrazona. RI75. Dor.
Inflamacéo. Citocinas.



ABSTRACT

Modifications of the chemical structures of substances with therapeutic potential
represent a promising alternative aiming drug development. Curcumin is a
major polyphenol isolated from the rhizome of turmeric (Curcuma longa) and
widely used in traditional medicine due to its therapeutic properties, mainly anti-
inflammatory. Due to curcumin low bioavailability, curcumin analogues have
been synthesized in an attempt to improve in biopharmaceutical characteristics
and increase the biological effects. In the present study, we investigated the
activity of a curcumin analogue ((2E,3E)-3-buten-2-one-4-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl )-2-(4-(4-methoxyphenyl)-2-thiazolyl)hydrazone; RI75) in
models of nociceptive, inflammatory and neuropathic pain and acute
inflammation in mice. Previous intraperitoneal (i.p.) administration of RI75 (40
mg/kg) reduced the mechanical allodyniainduced by carrageenan or paclitaxel.
However, RI75 did not change the latency in the model of nociceptive response
induced by heat. The animal motor activity was not altered by the administration
of RI75. The antinociceptive activity of the RI75 was inhibited by previous
administration of naltrexone (5 or 10 mg/kg, i.p.) or cyproheptadine (5 or 10
mg/kg, i.p.), but not glibenclamide (20 or 40 mg/kg, per 0s). Pretreatment with
RI75 (20 or 40 mg/kg, i.p.) reduced paw edema, tumor necrosis factor-a and
interleukin 6 production and myeloperoxidase activity indu ced by carrageenan.
In conclusion, the results of the present study demonstrate the activity of RI75
in models of inflammatory and neurophatic pain and inflammation. The activity
of RI75 is associated with activation of the opioidergic and serotoninergic
pathways and reduction of cytokines production and leukocyte recruitment. The
results pave the way to further pre-clinical assays to evaluate the toxicological
and pharmacokinetic profiles, essential steps aiming the development of new

pharmacotherapeutic alternatives.

Keywords: Curcumin. Curcumin analogues. (2E,3E)-3-buten-2-one-4-(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-(4-(4-methoxyphenyl)-2-thiazolyl) hydrazine. RI75.

Pain. Inflammation. Cytokines.
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1. INTRODUCAO

1.1 Inflamagéo

Na presenca de traumas, infec¢des, alérgenos e outras anormalidades,
a homeostase € perdida levando a ocorréncia do processo inflamatorio como
tentativa de restabelecer a normalidade tissular. Embora a inflamacdo aguda
seja considerada um processo benéfico e que contribui para a restauracao da
homeostase tissular, o processo de inflamagcdo n&o resolvido tem papel
importante na patogénese e progressdo de diversas doencas crbnicas de
elevadas morbidade e mortalidade. A reagdo inflamatéria € reconhecida pelos
sinais e sintomas cardinais, como calor, rubor, dor, tumor e perda de funcgao.
Os diferentes estimulos inflamatérios ativam fatores originarios do plasma ou
células que irdo mediar as respostas vasculares e celulares do processo
inflamatorio, induzindo alteracées no microambiente (COLLINS,1999; NATHAN
& DING, 2010).

A inflamacdo pode ser classificada como aguda ou cronica,
dependendo da duracdo da manifestacdo. A inflamacdo aguda € de curta
duracao e visa a remocao do agente agressor. O quadro agudo é caracterizado
por vasodilatacdo, exsudagcdo de plasma e migracao celular. A inflamacéo
aguda é a primeira linha de defesa contra danos, considerada inespecifica e
contribui para o reparo tecidual. Por outro lado, a inflamacao cronica possui
maior duracdo e esta associada a presenca de infiltrado de células
mononucleares, como linfécitos e mondcitos, destruicdo tecidual, proliferacao
de vasos sanguineos e fibrose. Doencas inflamatorias crbnicas de elevado
impacto para a saude publica incluem lupus eritematoso sistémico, doenca
inflamatoria intestinal e artrite reumatoide, entre outras. Essas doencas sao
caracterizadas pela persisténcia do processo inflamatorio, o qual se estende
por meses e anos (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004; MEDZHITOV et
al., 2008; GIESECK et al., 2017).

Na resposta inflamatéria aguda tém-se, inicialmente, a resposta
vascular com hiperemia e aumento da permeabilidade. Os mediadores
plasméticos e celulares ativados pelos estimulos inflamatérios induzem

vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade de capilares
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e vénulas, resultando, assim, em extravasamento de liquido para o intersticio.
Essas alteracdes contribuem para o acumulo de liquido no espaco intersticial, 0
que resulta em edema (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004).

Geralmente, o edema estad acompanhado pela migracdo de leucdcitos
da circulacao para o tecido. A migracdo de leucécitos envolve moléculas de
adesdo que se ligam aos leucocitos e a superficie endotelial, além dos
mediadores quimicos que atraem essas células para o sitio inflamatério (RYAN
& MAJNO, 1977). Os neutréfilos, que sdo leucdcitos polimorfonucleares, séo
reconhecidos como um dos principais tipos celulares envolvidos na inflamacao
aguda. Os neutrofilos sdo tipicamente os primeiros leucécitos a serem
recrutados para o sitio inflamatorio e sdo capazes de eliminar os patbgenos por
diferentes mecanismos (COLLINS, 1999; KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).
Durante a resposta inflamatoria, varios mediadores quimicos estao envolvidos,
entre os quais podem ser citados os metabdlitos do acido araquiddnico (AA), as
citocinas e as quimiocinas (BLATTEIS, 2006).

O AA é um substrato necessario para uma variedade de processos
fisiolégicos, com papel importante nas funcbes de endotélio, plaguetas e
mucosa gastrica, entre outros, e na inflamacdo. O AA pode ser clivado pelas
enzimas ciclooxigenases (COX) e 5-lipoxigenase, entre outras, originando
varios eicosanoides (BURNETT & LEVY, 2012). As duas principais isoformas
da COX, COX-1 e COX-2, catalisam a conversao do AA a prostaglandina (PG)
H2, que por sua vez pode ser metabolizada aos eicosanoides tromboxano A2
(TXA2), PGE2, PGD2, PGF2 e PGI2, dependendo das enzimas especificas
presentes na célula. Ao contrario da COX-1, que é expressa constitutivamente
nas células dos diferentes tecidos do organismo, a expressdo da COX-2 mais
frequentemente ocorre em varios tipos celulares apds contato com estimulos
inflamatoérios. As PGs, em interagcdo com outros mediadores ou isoladamente,
sdo responsaveis por muitas manifestacbes da resposta inflamatoria, como
vasodilatagdo e aumento da permeabilidade de vénulas pds-capilares,
sensibilizacdo de nociceptores, alteracdo do termostato hipotalamico e
angiogénese, entre outras (HARRIS et al., 2002; GILROY, 2010).

As citocinas e as quimiocinas sdo mediadores inflamatérios de natureza
proteica, liberadas por diferentes tipos celulares, e que apresentam papel

importante no processo inflamatorio. As citocinas como a interleucina-1p (IL-1
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B), a IL6 e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) sdo capazes de sensibilizar
nociceptores, por meio da producdo de eicosanoides e ativacdo do sistema
nervoso simpatico. Ainda, desencadeiam a liberacéo de citocinas secundéarias,
como as quimiocinas (COLLINS, 1999; GROSSER, 2012).

As quimiocinas sao uma familia de proteinas quimioatraentes de massa
molecular entre 8 e 10 kDa que tém papel importante na manutencdo da
homeostasia da circulacéo dos leucdcitos, além de recruta-los para os locais
especificos da lesédo tecidual a fim de se iniciar o processo inflamatério e,
posteriormente, reparo. As quimiocinas podem ser agrupadas em quatro
grupos, de acordo com a presenca e posi¢cdo dos residuos de cisteina na
estrutura: quimiocinas CC, CXC, CX3C e XC (HUGHES & NIBBS, 2018). As
guimiocinas se ligam aos receptores das classes CCR, CXCR e CX3CR, os
quais sdo acoplados a proteina G. ApoOs a interacdo, ha ativacdo de uma
cascata de sinalizagdo intracelular, levando a interacéo da célula com proteinas
integrinas conduzindo a adesdo dos leucdcitos e, posteriormente, a sua
transmigracdo. Uma vez nos tecidos, as quimiocinas coordenam a migracao
dos leucodcitos diretamente ao sitio inflamatério (VIOLA & LUSTER, 2008;
ATRETKHANY etal., 2016; HUGHES & NIBBS, 2018).

1.2 Dor

A dor € um fendmeno complexo que envolve tanto eventos
neurofisiolégicos quanto experiéncia de sofrimento, que mobiliza o instinto
humano de cuidado. A dor é definida pela International Association for the
Study of Pain (JASP) como “Uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada ou semelhante a associadaa umdano tecidual real ou
potencial”. A dor é o sintoma que mais frequentemente leva pacientes a
procurar atendimento médico, podendo ser classificada de acordo com sua
localizagédo, duracdo ou intensidade (ORR et al., 2017). Woolf (2004; 2010)
propds uma categorizacdo, baseada nos estimulos e mecanismos
neurogquimicos envolvidos, que consiste em dor nociceptiva, dor inflamatéria,
dor neuropatica e dor disfuncional.

A nocicepgdo € uma resposta neural a estimulos sensoriais que é

iniciada pelos nociceptores, terminac¢des nervosas livres de nervos sensitivos,
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0S quais convertem estimulos nocivos ambientais em impulsos nervosos, que 0
cérebro interpreta para produzir sensacado dolorosa (WOOLF, 2004; 2010). A
reatividade emocional refere-se a interpretacdo afetiva, de carater individual,
que é influenciada por aspectos culturais, psiquicos e ambientais. Tais fatores
podem modular ou distorcer a percep¢do do estimulo nocivo, tornando a dor
uma experiéncia diferente para cada individuo (FUCHS et al., 2010). Dessa
maneira, a dor aguda é uma resposta protetora, que funciona como um sistema
de alarme, permitindo, ao individuo, a percepcao de situacdes danosas ao seu
bem estar e integridade fisica. Assim, a dor pode ser vista como um sintoma
para deteccéo e avaliagdo de doencas (WOOLF, 2004; BURMA et al., 2016).

1.2.1 Dor nociceptiva

A dor nociceptiva indica a presenca de um estimulo prejudicial e ocorre
gquando ha ativacéo dos nociceptores (FORNASARI, 2012). Estimulos nocivos,
podendo esses serem de natureza quimica, térmica ou mecénica ativam 0s
nociceptores. Esses se apresentam como terminacdes nervosas livres do tipo
Ad e C, sendo classificadas de acordo com seu diametro e grau de
mielinizagdo. As fibras aferentes do tipo Ad apresentam velocidade de
conducao rapida e respondem a estimulos mecanicos e térmicos. As fibras
aferentes do tipo C (polimodais) apresentam velocidade de conducéo lenta e
respondem a estimulos mecéanicos, térmicos e quimicos.

Os canais do receptor de potencial transitorio (TRP) séo proteinas de
membranas expressas nos nociceptores que, mediante a ativacdo por
estimulos nocivos, se abrem e despolarizam a membrana, gerando potenciais
de acdo que sao propagados de diferentes tecidos para o corno dorsal da
medula espinhal ou tronco cerebral. A informacéo, entao, é retransmitida, direta
ou indiretamente, para niveis centrais mais elevados, como o talamo e cortex
cerebral, onde a sensacao dolorosa é percebida (WOOLF, 2004; DAI, 2016).

1.2.2 Dor inflamat6ria

Em um processo inflamatério, os nociceptores sdo ativados por

estimulos de menor intensidade e a dor produzida pode ser mais persistente e
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diferir em qualidade (WOOLF & SALTER, 2000). Assim como a dor nociceptiva,
a dor inflamatéria aguda é considerada adaptativa, pois possui carater
contributivo para sobrevivéncia e prote¢gdo do organismo (WOOLF, 2004). A
dor inflamatéria, categoria mais comum de dor, faz com que um elevado
numero de pacientes procure auxilio médico. Essa categoria de dor ocorre
como resultado do processo inflamatorio, no qual mediadores inflamatorios,
como citocinas, quimiocinas, espeécies reativas de oxigénio (EROS), proteinas
quinases e outros fatores, sdo liberados por células presentes no tecido
lesionado ou que migram para o local. Os mediadores inflamatorios
sensibilizam os nociceptores, diminuindo o limiar nociceptivo e aumentando a
reatividade neuronal (GROSSER et al., 2012, DAI, 2016). A dor inflamatoria
pode ser definida como alodinia, quando for decorrente de um estimulo que
normalmente ndo provoca dor, ou como hiperalgesia, quando se apresenta de
forma mais intensa e é decorrente de um estimulo que normalmente provoca
dor (IASP, 2020).

1.2.3 Dor neuropatica

A dor neuropatica é definida como a dor que surge como uma
consequéncia direta de uma lesdo ou doenca que afeta o sistema nervoso
somatossensorial. A dor neuropéatica ndo possui carater adaptativo, sendo
iniciada ou causada por uma leséo priméria ou disfuncéo do sistema nervoso
resultantes de trauma, infeccao, isquemia, cancer ou outras causas, como a
quimioterapia (FORNASARI, 2012). LesGes ou doencas somatossensoriais
podem levar a alteracbes dos neurdnios sensoriais, modificando a func¢éo de
canais de potencial transitorio e, consequentemente, desordem na transmisséo
de sinais sensoriais na medula espinhal e no cérebro, que resulta em
hiperexcitabilidade neuronal (COLLOCA etal., 2017).

A dor neuropatica pode ter origem periférica, como na neuralgia
diabética, neuralgia do trigémeo e infiltragcdo tumoral; origem central, como no
caso de acidente vascular cerebral, esclerose multipla ou dor induzida por
quimioterapia; ou origem idiopatica (SMITH et al., 2013). A dor neuropética
induzida por quimioterapicos é um evento adverso comum durante a

farmacoterapia oncolégica, sendo o motivo principal de abandono do
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tratamento (CAROZZI et al.,, 2015). Acredita-se que a ocorréncia da dor
neuropatica na populacdo mundial aumentard cada vez mais, devido ao
envelhecimento populacional, aumento da prevaléncia do diabetes mellitus e
sobrevida ao cancer (COLLOCA et al., 2017).

1.2.4 Dor disfuncional

A dor disfuncional é uma categoria de dor menos conhecida, sem funcéo
adaptativa e resultante de uma atividade anormal do sistema nervoso.
Pacientes com essa categoria de dor ndo apresentam déficit neurolégico ou
anormalidade periférica, entretanto uma resposta ou funcdo anormal do
sistema nervoso é deflagrada, desencadeando uma sensibilizacdo elevada dos
nociceptores. Condicfes clinicas como fibromialgia, sindrome do intestino
irritAvel e enxaqueca sao alguns exemplos de dor disfuncional. Nessas
condicOes, o ponto convergente é a presenca de dor pronunciada, mas sem

algum estimulo nocivo ou processo inflamatério (WOOLF, 2004; 2010).

1.3 Farmacoterapia dainflamacéo e dor

Entre os farmacos mais frequentemente usados visando a atenuacao
dos sinais e sintomas da inflamacéao, incluindo a dor, estdo os anti-inflamatérios
ndo esteroides (AINEs; ONG et al., 2007), os anti-inflamatorios esteroides
(AIEs; BARNES et al., 1993), os analgésicos ndo-opioides (SCHUCHEN et al.,
2018) e opioides, os antidepressivos e os anticonvulsivantes (DWORKIN et al.,
2010).

Os AINEs estdo entre os farmacos mais comumente prescritos em todo
o mundo e sao indicados para tratamento de pacientes com dores leves a
moderadas. Alguns exemplos dessa classe incluem acido acetilsalicilico,
diclofenaco, ibuprofeno e naproxeno. Os AINEs sédo farmacos importantes em
virtude de suas propriedades analgésica, antipirética e antiedematogénica. Um
dos mecanismos de acdo propostos para os AINEs é a inibicdo da enzima
COX. A inibicdo dessa enzima leva a alteracdo do metabolismo do AA e a
diminuicdo da formacdo de PGs e TXAs, reduzindo o processo inflamatério
(MONTEIRO et al., 2008; WALTERS et al., 2016). A diminui¢do da producao de
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PGs ocasiona menor sensibilizacdo dos nociceptores aos mediadores
inflamatoérios, como bradicinina e 5-hidroxitriptamina, gerando analgesia. Como
as PGs estdo envolvidas na citoprotecdo gastrica, agregagcdo plaquetaria e
autorregulacao vascular renal, os efeitos adversos causados pelos AINEs séo
pronunciados e diversos, incluindo nausea, vomitos, dispepsia, Ulceras
gastricas, alteracdes cutaneas, alteracbes renais e eventos tromboembolicos
(WALTERS et al., 2016).

Os AIlEs geralmente sao utilizados para tratamento de pacientes com
doencas inflamatorias crbnicas e autoimunes. Hidrocortisona, prednisolona e
dexametasona sédo os AIEs mais frequentemente prescritos. A atividade anti-
inflamatdria resulta de varios mecanismos, entre 0s quais esta a inibicdo de
fatores de transcricAo génica, como o fator nuclear kappa B (NF-kB),
responsavel pela sintese de mediadores inflamatérios (SONG et al., 2005;
KANAZAWA et al, 2016). Os AIEs inibem a transcricdo dos genes
responsaveis pela sintese da COX-2, citocinas e moléculas de adeséo celular.
Os efeitos adversos relacionados ao uso de AEIs possuem relagdo com suas
acOes metabdlica e imunossupressora e seu uso cronico pode resultar em
condi¢gbes clinicas como hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus,
osteoporose e catarata, entre outras (FARDET et al., 2007).

Os analgésicos néo-opioides (paracetamol e dipirona) e os AINEs
desempenham um papel importante no manejo de diversos tipos de dores,
incluindo aquelas envolvidas em doencas reuméticas. O uso de um analgésico
opioide de eficacia intermediaria, como codeina e tramadol, ou de um
analgésico opioide de eficacia elevada, como morfina, hidromorfona e
oxicodona, pode ser apropriado quando a utilizacdo de analgésicos nao
opioides ou AINEs ndo promover alivio da dor crbnica ndo associada ao
cancer. Para pacientes com cancer, o alivio da dor é o objetivo central do
cuidado. Para o manejo desse tipo de dor, os analgésicos opioides
desempenham papel fundamental, apresentando alto nivel de evidéncia clinica,
embora seu uso prolongado ndo esteja associado a uma seguranca desejavel
(CHERUBINO et al., 2012). Entretanto, para alivio da dor neuropatica, outras
classes de farmacos demonstram maior eficacia. Estudos demonstram que o0s
antidepressivos triciclicos, inibidores da recaptacdo de serotonina e

noradrenalina, anticonvulsivantes (como gabapentina e pregabalina) e
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analgeésicos opioides sao as classes de farmacos para os quais h& melhor
evidéncia de um efeito clinico relevante (FINNERUP, 2010).

E importante destacar que apesar de serem amplamente utilizados para
o tratamento de pacientes com processos inflamatorios e dolorosos, os
farmacos citados anteriormente podem induzir efeitos adversos graves. Além
disso, a heterogeneidade das condicfes clinicas e os diferentes mecanismos
relacionados aos processos de dor e inflamacéo sao condi¢gdes que justificam a
busca por novas alternativas farmacoterapéuticas para o manejo de pacientes

com condic¢Bes dolorosas e inflamatdrias.

1.4 Curcumina e seus anéalogos

A curcumina € 0 componente majoritario do rizoma da curcuma
(Curcuma longa), também conhecida como agafrdo da India. A curcumina um
composto amarelo, € formada por dois anéis fendlicos unidos por uma dicetona
insaturada, que sofre tautomerismo ceto-endlico conforme o meio (Figura 1).
Em pH neutro e acido, a forma ceto é predominante, enquanto em pH alcalino,
apresenta-se a forma enol. (KOTHA & LUTHRIA, 2019). A clUrcuma €
amplamente empregada na medicina tradicional e propriedades anti-
inflamatoria, antialérgica, antimicrobiana, antitumoral, cicatrizante e
antioxidante, entre outras, tém sido descritas (AGGARWAL & HARIKUMAR,
2009; GUPTA et al., 2012; SANTIAGO et al., 2015).
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Figura 1 Tautdmeros ceto-enol da curcumina

Fonte: KOTHA & LUTHRIA, 2019

Estudos in vitro e in vivo demonstraram a atividade anti-inflamatéria da
curcumina. Em macréfagos murinos estimulados por lipopolissacarideo (LPS),
a curcumina inibiu a expressdo de mRNA para IL-6, TNF-a, COX-2 e IL1-B
(CHEN et al., 2008; GUIMARAES et al., 2013). A curcumina, na dose de 40
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mg/kg, por via intravenosa, reduziu a expressao génica da enzima oxido nitrico
(NO) sintase induzida e da producao de TNF-a e IL-6 em ratos estimuladas por
LPS (BOYANAPALLI et al, 2018). Em modelo experimental de artrite
reumatoide induzida por colageno, a administracdo per os (p.0.) de curcumina
(200 mg/kg), durante trés semanas apos a inducao da artrite, diminuiu o edema
de pata, o infiltrado inflamatério, a hiperplasia sinovial e as concentracdes
aumentadas de IL-13, TNF-a e das metaloproteinases MMP-1 e MMP-3 (DAl et
al., 2018). Em camundongos, a administracéo intraplantar de curcumina, nas
doses de 50-200 mg/kg, reduziu o edema de pata induzido por carragenina
(JURENKA, 2009).

A curcumina inibe os fatores de transcricdo nuclear (NF-kB e AP-1),
resultando na reducao da producéo de interleucinas e quimiocinas envolvidas
na resposta inflamatoria, tais como TNF-q, IFN-y, IL-6 e MCP-1 (AGGARWAL
& HARTKUMAR, 2009; PRASAD et al., 2014; SANTIAGO et al., 2015;
KARIMIAN et al., 2017).

Apesar das atividades altamente promissoras da curcumina que a
tornam um candidato a farmaco no manejo de pacientes com doencas
inflamatdrias, sua baixa biodisponibilidade decorrente da baixa solubilidade
aguosa, ma absorcdo e rapido metabolismo e eliminacdo sistémica;
compromete sua eficacia (AGGARWAL & HARIKUMAR, 2009; PRASAD etal.,
2014). Desse modo, acontecem pesquisas que visam ao desenvolvimento e a
avaliacao das atividades de anélogos de curcumina, 0s quais apresentam uma
ampla possibilidade de aplicacdes terapéuticas. Alguns dos andalogos de
curcumina apresentam atividades bioldgicas importantes semelhantes ou
mesmo superiores aquelas da curcumina, o que justifica o crescente interesse
nessa linha de investigacado (KHAN et al., 2012; SANTIAGO et al., 2015).

A atividade de anélogos da curcumina (Figura 2) foi demonstrada em
diferentes modelos experimentais, incluindo resposta nociceptiva induzida pelo
formaldeido, edema de pata induzido por carragenina, contorcdo abdominal
induzida por acido acético, periodontite induzida por LPS e associada a
diabetes, atrite induzida por adjuvante completo de Freund (CFA) e lesao
pulmonar aguda induzida por LPS (WANG et al., 2012; ELBURKI et al., 2017,
QIAN et al., 2019; ZHANG et al, 2019). Alguns ensaios pré-clinicos

investigaram o0s possiveis mecanismos de acdo que poderiam ajudar a
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compreender as atividades acima descritas. Diversos analogos da curcumina,
como derivados carbonilicos, piperidinicos e da diarilpentadienona, inibem a
atividade de NF-kB e a producédo de mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-
6 IL-1B, PGE2 e NO (ZHANG et al., 2014; WANG et al., 2017; XIE et al., 2017,
JOSEPH etal., 2018; BISWAS et al., 2019).
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Figura 2 Exemplos de analogos da curcumina utilizados em modelos de mflamac;ao. (A) A13 (
(2E, 5E) -2,5-bis (4- (3-(dimetilamino) -propoxi) benzilideno) ciclopentanona; WANG et al.,
2012). (B) CMC 2.24 (4-fenilaminocarbonil bis-desmetoxi curcumina; ZHANG et al., 2012.
Adaptado). (C) 2-Metoxi-4-{( E )- 3-0x0-3 -[( E ) -2-0x0-3- (3,4,5-trimetoxibenzilideno) piperidina-
1-il] prop-1-en-1 acetato de -il} fenil; QIAN et al., 2019. Adaptado). (D) 5a28 ((E)-1-[(E) -3-
(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilo] -3- (3,4,5-trimetoxibenzilideno) piperidin-2-ona; QIAN et al.,
2019. Adaptado). (E) FM0807 (salicilato de curcumina monoéster; ZHANG et al., 2019.
Adaptado).

Em um modelo de colite induzida por acido trinitrobenzenosulfénico em
ratos, analogos sintéticos da curcumina denominados curcuminoides de
Mannich, guando administrados p.o. na dose de 40 mg/kg, reduziram as lesées
hemorragicas, o infiltrado inflamatorio e a atividade da mieloperoxidase (MPO)
(SZEBENI et al., 2019). Lee e colaboradores (2013) sintetizaram o anélogo da
curcumina KMS4034 ((E, E) -4,6-bis [3 '-(metoximetoxi) -4' - (N, N-dimetilamino)
estiril] pirimidina) e avaliaram a sua atividade em modelos de dor nociceptiva

induzida por calor e dor neuropatica induzida por constricdo crébnica do nervo
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isquiatico em camundongos. Observou-se que o tratamento com o analogo
KMS4034 aumentou o tempo de laténcia da retirada de pata e o limiar
mecanico. Outros estudos demostraram que derivados da curcumina podem
apresentar atividade superior a dos anti-inflamatérios conhecidos. O
composto analogo da curcumina denominado 2,2'-diOAc-DBM, derivado do
dibenzoilmetano, foi avaliado em modelo de edema de orelha induzido por 12-
O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). Os resultados demonstraram que a
aplicacdo topica do analogo da curcumina inibiu em 80% a formacdo do
edema, sendo esse efeito anti-inflamatorio superior ao induzido pela aspirina
(LIN etal., 2011).

1.5 Derivados tiazdlicos

Os tiazobis sdo membros dos heterociclos azoélicos, entre 0s quais estao
0s imidazoOis e oxazOis, que possuem uma coloracdo amarelo claro. Os
derivados tiazélicos apresentam diversas atividades bioldgicas, como anti-
inflamatoria e antioxidante, entre outras (KASHYAP et al., 2012). Heterociclos
tiazolicos estdo presentes em alguns farmacos com atividade anti-inflamatéria
e analgésica, como o meloxicam e a tiamina (Figura 3; FLEISCHMANN et al.,
2002; MOALLEM et al., 2008). Atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva de
derivados tiazolicos (Figura 4) em modelos de granuloma e edema de pata
induzidos por carragenina ou formalina, foram demonstradas (HOLLA et al.,
2003; KUMAR etal., 2007; KALKHAMBKAR et al., 2007).

Y @j% Iy

Tiamina Meloxicam

Figura 3 Derivados tiazolicos

Fonte: KASHYAP et al., 2012 ; FLEISCHMANN et al., 2002
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Figura 4 Exemplos de derivados tiazélicos utilizados em modelos de inflamagéo e dor. (A) 2-
(5-Aril-2-furfurilideno-hidrazino) -4- (2,4-dicloro-5- fluoro fenil) tiazol (HOLLA et al., 2003.
Adaptado). (B) 2- (4-Oxo-2 ' ( o- clorofenil) -tiazolidin-3"il-aminometil) -3- [4 “ - ( p- clorofenil) -
tiazol-2 -] -6-bromoquinazolin- 4-ona (KUMAR et al., 2007. Adaptado). (C) 4 - {[4- (6-Bromo-2-
0x0-2H-cromen-3-il)-tiazol-2-ilamino]-metil}-6-clorol-1H-quinolina-2-ona (KALKHAMBKAR et al.,
2007. Adaptado).

Em estudo conduzido por AN e colaboradores (2014), foi demonstrada a
atividade antioxidante de compostos hidrazino-tiazolicos, derivados do tiazol 2,4-
dissubstituidos, em linhagens celulares de adenocarcinoma de mama humano,
carcinoma de coOlon e adenocarcinoma de pulmdo humano. As EROS, ao
modularem as vias de sinalizacdo envolvidas em processos inflamatorios,
contribuem para o desenvolvimento da sensibilizacdo dos nociceptores, o que
pode justificar atenuacdo de processos dolorosos e/ou inflamatérios por
substancias antioxidantes (SINGH & VINAYAK, 2017).

Lino e colaboradores (2018) sintetizaram e avaliaram a atividade
antifungica de uma série de derivados tiazélicos. Entre os derivados
sintetizados esta o composto (2E,3E)-3-buten-2-ona-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)
-2-(4-(4-metoxifenil)-2-tiazolil)hidrazona (RI75; Figura 5), um analogo da
curcumina, gue possui uma por¢ao hidrazino-tiazolico. Embora alguns estudos

tenham investigado as atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva de
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anélogos da curcumina, ndo hé estudos que demonstrem essas atividades

para o referido composto.
OCH;
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HO
Figura 5 Estrutura quimica do RI75

Fonte: Lino et al., 2018 (Adaptado)

Logo, a investigagao dos efeitos induzidos pelo RI75 em modelos de dor
e inflamacao proporcionard mais conhecimento sobre as suas atividades e os
possiveis mecanismos de acdo, bem como permitira avaliar se essa substancia
pode ser promissora como um candidato a farmaco anti-inflamatério ou
analgésico. Assim, no presente estudo, investigamos os efeitos induzidos pelo

RI75 em diferentes modelos de dor e inflamac&o.

2. JUSTIFICATIVA

Os farmacos disponiveis para o tratamento de pacientes com condi¢des
inflamatorias e dolorosas ainda apresentam limitacdes como eficacia reduzida
ou seguranca inadequada, principalmente durante o manejo de pacientes com
doencas crbnicas. Visando a reducao dessas limitagdes, plantas medicinais se
apresentam como fontes importantes para a identificagdo de novas substancias
biologicamente ativas e que podem se tornar novas alternativas para o
tratamento de pacientes com diversas condi¢cbes patoldgicas (CASTILHO &
BRAGA, 2011). Assim, estudos tém sido desenvolvidos a fim de avaliar a
atividade da curcumina, um importante componente da clrcuma, devido as
suas propriedades anti-inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana e antialérgica,
entre outras. Entretanto, a baixa biodisponibilidade da curcumina compromete

sua eficicia. Diante das diversas propriedades biolégicas da curcumina, a
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modificacdo da sua estrutura quimica torna-se importante no contexto do
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos. Dessa maneira, o0 interesse
em investigar as atividades anti-inflamatoéria e antinociceptiva do analogo da

curcumina (RI175) € plenamente justificado.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade do analogo da curcumina RI75 em modelos de dor e

inflamacao.

3.1 Objetivos especificos

e Determinar os efeitos induzidos pelo analogo da curcumina RI75 em
modelos de dores nociceptiva, inflamatéria e neuropatica e de
inflamacéo;

e Investigar os mecanismos envolvidos nos modelos de dor e avaliar os

efeitos induzidos por RI75 em niveis de mediadores inflamatorios.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para a realizacdo dos protocolos experimentais, foram utilizados
camundongos Swiss machos (25 a 30 g) provenientes do Biotério da
Faculdade de Farméacia da UFMG. Os animais foram mantidos em ciclo claro-
escuro de 12 h e em sala com temperatura controlada de 27 £ 1 °C, a qual
corresponde a zona de termoneutralidade para roedores (GORDON, 1990).
Racado e agua foram fornecidas ad libitum. Os animais foram ambientados na
sala de experimentacdo por pelo menos dois dias antes da realizacdo dos
experimentos. ApGs o término destes, os animais foram anestesiados com uma
injecao i.p. de uma solucéo contendo cetamina (90 mg/kg) e xilazina (9 mg/kg)
e, submetidos a eutanasia por deslocamento cervical ou em camara de CO2. O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG

(CEUA/UFMG) sob o numero de protocolo 345/2017. Todos os experimentos
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foram realizados de acordo com as recomendacgOes para experimentagao
relacionada a dor em animais (ZIMMERMANN, 1983).

4.2 Farmacos, reagentes e veiculos

e Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA; Sigma-Aldrich, EUA) -
Reagente para preparo da solucéo de extracédo de citocinas

e Acido sulfarico (Merck, Alemanha) — reagente para preparo da solugéo
de parada para reacao colorimétrica no ensaio de ELISA.

e Albumina sérica bovina (BSA; Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente para
preparo da solucdo de extracdo de citocinas e tampéao de bloqueio no
ensaio de ELISA.

e Aprotinina (Sigma-Aldrich, EUA) — Reagente para preparo de solucéo de
extracdo de citocinas.

e Carboximetilcelulose (CMC) (Sigma-Aldrich, EUA) — Veiculo.

e Carragenina A tipo IV (Sigma-Aldrich, EUA) - Estimulo
nocivo/inflamatorio.

e Cloreto de benzalconio (Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente para preparo
de solucéo de extracao de citocinas.

e Cloreto de sbédio 0,9% p/v injetavel (Equiplex, Brasil) - Veiculo

e Cloreto de sbdio 0,1, 0,2, 1,6% (Equiplex, Brasil)- Reagente utilizado na
avaliacao da atividade de MPO.

e Cloridrato de cetamina (Unido Quimica, Brasil) - Anestésico.

e Cloridrato de ciproheptadina (Sigma-Aldrich, EUA) - Antagonista
serotoninérgico.

e Cloridrato de naltrexona (Sigma-Aldrich, EUA) - Antagonista
opioidérgico.

e Cloridrato de xilazina (Unido Quimica, Brasil) - Coadjuvante de
anestesia.

e Curcumina; (Laboratério de Quimica Farmacéutica, Departamento de
Produtos Farmacéuticos, Faculdade de Farméacia, UFMG) — Composto

avaliado nos modelos de dor e inflamagéao.
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e Dexametasona 21-fosfato dissédico (Sigma-Aldrich, EUA) — Farmaco
anti-inflamatorio.

¢ Dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich, EUA) — Veiculo para preparo da
solucao de extracao de citocinas.

¢ Dipirona sodica (Sanofi Aventis, Brasil) — Farmaco analgésico.

e Fenobarbital (Sanofi Aventis, Brasil) - Farmaco depressor do sistema
nervoso central (SNC).

e Fosfato trissédico (NA3P0O4)0,05 M (Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente
utilizado na avaliacéo da atividade da MPO.

e Fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF; Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente
para preparo da solucao de extracdo de citocinas.

e Glibenclamida (Sigma-Aldrich, EUA) - Bloqueador de canais Kartp.

¢ Ortofenilenodiamina (Sigma, EUA) - Reagente para preparo da solucao
do substrato no ensaio de ELISA.

e Paclitaxel (Sigma, EUA) - Farmaco antineoplasico.

e Peroxido de hidrogénio (Synth, Brasil) - Reagente para preparo da
solucao do substrato no ensaio de ELISA.

e Pregabalina (Teuto, Brasil) - Farmaco anticonvulsivante.

e RI75 - (Laboratorio de Quimica Farmacéutica, Departamento de
Produtos Farmacéuticos, Faculdade de Farméacia, UFMG) — analogo da
curcumina avaliado nos modelos de dor e inflamacéo.

e Salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2 — reagente utilizado no
ensaio de ELISA.

e Tween 20 (Sigma, EUA) - reagente utilizado no ensaio de ELISA.

4.3 Preparo das solucbes e suspensdes, vias de administracdo e

doses utilizadas

4.3.1 RI75, curcumina e pregabalina

As suspensdes de RI75, curcumina e pregabalina foram preparadas em

suspensédo de CMC 0,5% p/v. Foram utilizadas doses de 10, 20 e 40 mg/kg de
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RI75, 40 mg/kg de curcumina e 30 mg/kg de pregabalina, administradas por via

intraperitoneal (i.p.), em volume de 10 mL/Kkg.

4.3.2 Preparo dasuspenséo de carragenina

A suspenséao de carragenina 2% foi preparada em solucéo de cloreto de
sodio 0,9% p/v no dia anterior ao experimento e armazenada sob refrigeracao.
Foram administrados 30 uL (600 pg de carragenina) da suspensao por via

intraplantar (i.pl.) na pata posterior direita dos camundongos.

4.3.3 Preparo das solu¢cdes de dexametasona e dipirona

As solucbes de dexametasona e dipirona foram preparadas
imediatamente antes de cada administracdo, em solucdo de cloreto de sodio
0,9% p/v. As doses de dipirona e dexametasona foram 500 mg/kg e 2 mg/kg,
respectivamente. Ambas foram administradas por via i.p., 30 min antes dos

estimulos (inflamatério ou térmico).

4.3.4 Preparo dasolucao de fenobarbital

A solucéo de fenobarbital foi preparada pela diluicio do medicamento
em solucdo de cloreto de sdédio 0,9% p/v. A dose utilizada foi de 50 mg/kg,
administrada p.o., em volume de 8 mL/kg. O fenobarbital foi administrado 30

min antes da avaliagdo da coordenacéo motora.

435 Preparo das solugcbes de naltrexona, ciproheptadina e

glibenclamida

As solucdes de naltrexona, ciproheptadina e glibenclamida foram
preparadas em solucéo de cloreto de s6dio 0,9% p/v injetavel imediatamente
antes da administracdo. As doses de naltrexona e ciproheptadina foram 5 e 10
mg/Kg, respectivamente. Esses antagonistas foram administrados por via i.p.
em volume de 4 mL/Kg. A glibenclamida foi administrada p.o., nas doses de 20
e 40 mg/Kg, em volume de 8 mL/Kg.
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4.3.6 Preparo dasolucao de paclitaxel

O paclitaxel foi devidamente pesado sob capela de fluxo laminar em
ocasido anterior ao preparo das solucdes, seguindo as normas preconizadas
para o manuseio de agentes antineoplasicos, como uso de capote, luvas de
latex e mascara. A solucao de paclitaxel foi preparada em solucédo de cloreto
de sédio 0,9% p/v injethvel imediatamente antes de cada administracdo. O
paclitaxel foi administrado por via i.p. em volume de 2 mL/kg. A dose
padronizada foi de 2 mg/Kg.dia, administrada durante quatro dias (dose

cumulativa de 8 mg/kg).

4.4 Avaliacao do efeito induzido pelo RI75 sobre aresposta nociceptiva

induzida por calor

A nocicepcédo induzida por calor foi avaliada no equipamento placa
guente (Insight Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil). Os animais foram previamente
ambientados a superficie ndo aquecida da placa metalica durante 2 min por
dia, nos trés dias anteriores ao experimento. A divisdo dos grupos para
posterior tratamento foi feita de modo que as massas corporais médias dos
diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. No momento do teste, os
camundongos foram colocados, individualmente, sobre a placa aquecida na
temperatura estabelecida e o tempo para que 0s animais exibissem
comportamentos indicativos de desconforto (lambida das patas ou saltos) foi
determinado e considerado como a laténcia para a resposta nociceptiva. A
temperatura utilizada foi 50 °C e o tempo de corte foi de 50 s, a fim de evitar a
ocorréncia de lesao tecidual. Foram administrados RI75 (10, 20 ou 40 mg/kg,
i.p.), curcumina (40 mg/kg, i.p.), dipirona (500 mg/kg, i.p.) ou veiculo (CMC
0,5%, 10 mL/kg, i.p.), 30 min antes da avaliacdo da laténcia para a resposta

nociceptiva (Figura 6).
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Figura 6 Escala temporal da avaliagdo do efeito induzido pelo RI75 sobre a nocicepcao
induzida por calor.

Fonte: Mind The Graph, 2020.

4.5 Avaliacdo do efeito induzido pelo RI75 sobre a alodinia mecéanica

induzida por carragenina

A alodinia mecanica foi medida por meio do uso de um analgesimetro
digital (Modelo EFF 301, Insight, Brasil). Os camundongos foram colocados em
compartimentos de acrilico (22 x 18 x 14 cm) dispostos sobre um suporte que
possui como base uma tela metédlica. Os animais foram ambientados ao
aparato experimental diariamente, aproximadamente 60 min por dia, durante
dois dias antes dos experimentos. Um transdutor de forga manual (faixa: 0,1 a
1000 g, ou aproximadamente 0,1 a 10 N), equipado com uma ponta de
polietieno (0,5 mm de diametro), foi gradualmente pressionado sobre a
superficie plantar da pata direita posterior, até que o animal retirasse a pata. O
valor indicando a pressdo que fez com que o animal removesse a pata foi
registrado automaticamente.

O limiar de retirada da pata foi determinado pela média de cinco
avaliagbes em intervalos de 20 s, descartando-se o0 maior e o0 menor valor e
calculando-se o limiar nociceptivo como a média das trés medidas restantes.
No dia do experimento, o limiar de retirada da pata de cada animal foi
determinado e a divisdo dos grupos experimentais foi feita de maneira que as
massas corporais dos animais e limiares dos diferentes grupos fossem

semelhantes. No dia do experimento, a carragenina (600 ug, 30 L) foi
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administrada por via i.pl. 30 min ap6s a administragdo i.p. de RI75 (10, 20 ou
40 mg/kg), curcumina (40 mg/kg), dexametasona (2 mg/kg) ou veiculo (CMC
0,5%, 10 mL/kg). O limiar de retirada da pata de cada animal foi novamente

medido as 2, 4, 6 e 24 h apds a injecdo de carragenina (Figura 7).

Administragdo  Administragao
i.p. RI75 i.pl. 1° 2¢ 3° 4° Avaliagées
| Carragenina | |

I
N T T S A A

-0,5 0 2 24 horas

Figura 7 Escala temporal da avaliacdo do efeito induzido pelo RI75 sobre a alodinia mecanica
induzida por carragenina.

Fonte: Mind The Graph, 2020.

4.6 Avaliacdo dos efeitos induzidos por naltrexona, ciproheptadina e
glibenclamida sobre a atividade do RI75 no modelo de alodinia

mecanica induzida por carragenina

Com o objetivo de avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na
atividade antinociceptiva do R175 no modelo de alodinia mecéanica induzida por
carragenina, foram utilizados antagonistas opioidérgico (naltrexona) e
serotoninérgico (ciproheptadina) e um bloqueador para canais Katp
(glibenclamida). A naltrexona (5 e 10 mg/kg) e a ciproheptadina (5 e 10 mg/kg,)
foram administradas por via i.p. em volume de 4 mL/kg, enquanto a
glibenclamida foi administrada p.o., em volume de 8 mL/kg, 30 min antes da
administracdo do RI75 (40 mg/kg). A carragenina (600 ug, 30 uL) foi injetada
por via i.pl. 30 min apds a administragdo do analogo e a alodinia mecénica foi

avaliada 2, 4 e 6 h apds a administracdo do estimulo inflamatério (Figura 8).
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Figura 8 Escalatemporal da avaliagdo dos efeitos induzidos pelo RI75, apds tratamento prévio
com naltrexona, ciproheptadina ou glibenclamida, sobre a alodinia mecéanica induzida por
carragenina.

Fonte: Mind The Graph, 2020.

4.7 Avaliacdo do efeito induzido pelo RI75 no modelo de dor

neuropatica induzida pelo paclitaxel

Inicialmente, foi realizada a indu do modelo de dor neuropatica induzida
pelo paclitaxel, sendo utilizados dois grupos (controle e paclitaxel). Foi feita a
avaliacdo dos valores basais de retirada de pata dos animais, conforme
descrito na secéo 4.2. A divisao dos grupos para posterior tratamento foi feita
de forma que as massas corporais e os limiares basais médios dos diferentes
grupos experimentais fossem semelhantes. Em seguida, foram realizadas
quatro administracdes i.p. de paclitaxel 2 mg/kg.dia (dose cumulativa 8 mg/kg)
ou veiculo (cloreto de sédio 0,9%, 2 mL/kg) em dias alternados (0, 2, 4 e 6
dias). O limiar de retirada da pata foi avaliado a cada dois dias, durante 14 dias
(Figura9). No 14° dia de sensibilizacdo com o quimioterapico, os animais foram
tratados com RI75 (40 mg/kg), curcumina (40 mg/kg), pregabalina (30 mg/kg)
ou veiculo (CMC 0,5%, 10 mL/kg) por via i.p. O limiar de retirada da pata foi

avaliado 2, 4, 6 e 24 h ap6s os tratamentos.
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Figura 9 Escala temporal da avaliacdo do efeito induzido pelo RI75 sobre a alodinia mecanica
induzida por paclitaxel.

Fonte: Mind The Graph, 2020.

4.8 Avaliacao do efeito induzido pelo RI75 sobre a coordenag&o motora

A coordenacdo motora foi avaliada em um aparato de haste girante (2,3
cm de diametro, 14 rpm). Os animais foram treinados no aparelho durante 120
s por dia, durante trés dias antes do experimento. A divisdo dos grupos para
posterior tratamento foi feita de forma que os tempos de permanéncia basais
médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. O tempo de
corte foi de 120 s. Apds determinacdo dos tempos de permanéncia basais,
RI75 (40 mg/kg, i.p.), curcumina (40 mg/kg, i.p.), fenobarbital (50 mg/kg, p.o.)
ou veiculo (CMC 0,5%, i.p.) foram administrados. Os animais foram testados
novamente no aparato 0,5, 2, 4 e 6 h apds os tratamentos (Figura 10). Os

resultados foram expressos como tempo (s) de permanéncia na haste girante.

0 2 4 6 24 horas
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Figura 10 Escala temporal da avaliagdo dos efeitos induzido pelo RI75 ou fenobarbital sobre a

coordenagdo motora.

Fonte: Mind The Graph, 2020.

4.9 Avaliacdo do efeito induzido pelo RI75 sobre o edema de pata

induzido por carragenina

O edema de pata foi avaliado por meio do uso de um pletismémetro
(Modelo 7140, Ugo Basile, Italia). Esse aparelho contém uma célula cilindrica
para a medida do volume de pata, preenchida com uma solucdo de baixa
concentragcdo eletrolitica, conectada a outra célula, dentro da qual existe um
eletrodo. Um sistema de vasos comunicantes faz com que o deslocamento da
solucéo eletrolitica na célula onde a pata do animal é mergulhada resulte em
um deslocamento da solucdo na célula que contém o eletrodo. Apds ter sido
calibrado, o aparelho converte o deslocamento do liquido em volume, que é
indicado em um visor digital. Quando a pata do animal € introduzida na célula
de medida até a articulacdo tibio-tarsal, um pedal é pressionado pelo
experimentador, que fixa o valor do volume observado.

O volume de pata basal de cada animal foi medido no dia anterior ao
experimento e a divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma
que as massas corporais e 0s volumes de pata basais médios dos diferentes
grupos experimentais fossem semelhantes. No dia do experimento, a

carragenina (600 pg, 30 pL) foi administrada por via i.pl. 30 min apés a
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administracédo de RI75 (10, 20 ou 40 mg/kg, i.p.), curcumina (40 mg/kg, i.p.),
dexametasona (2 mg/kg, i.p.) ou veiculo (CMC 0,5%, 10 mL/kg).

O volume da pata foi avaliado 2, 4, 6 ou 24 h ap6s a injecéo do estimulo
inflamatorio (Figura 11).

Administracao  Administragao

i.p. RI75 i.pl. 1 4° Avaliagoes
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Figura 11 Escala temporal da avaliagdo do efeito induzido pelo RI75 sobre o edema de pata
induzido por carragenina.

Fonte: Mind The Graph, 2020.

4.10 Determinacédo das concentracdes de TNF-a e IL-6

As concentracdes de TNF-a e IL-6 na pata foram determinadas por meio
de um ensaio imunoenzimatico (ELISA), seguindo as instrucdes fornecidas pelo
fabricante (kits DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, EUA). Para investigar o
efeito induzido pelo RI75 sobre a producédo de TNF-a e IL-6 no modelo
experimental de inflamag&o aguda induzida pela carragenina, os animais foram
pré-tratados com RI75 (40 mg/kg, i.p.), curcumina (40 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(CMC 0,5%, 10 mL/kg), 30 min antes da administragéo de carragenina (600 pg,
30 pl, i.pl.). Os camundongos foram anestesiados com uma injecao i.p. de uma
solugdo contendo cetamina e xilazina e posteriormente submetidos a
eutanasia, por deslocamento cervical, 4 h apés a administracdo do analogo de
curcumina, sendo a pata ipsilateral removida. Apos determinagédo das massas,
foi realizada a homogeneizacdo dos tecidos em PBS contendo Tween-20
(0,05%), fluoreto de fenilmetilsulfonil (0,1 mM), cloreto de benzameténio (0,1
mM), EDTA (10 mM), aprotinina A (2 mg/mL) e BSA (0,5%), seguida de

centrifugacdo (10.000 rpm) durante 15 min a 4 °C. As amostras de
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sobrenadante foram armazenadas a -70 °C até a analise das concentracdes de
TNF-a e IL-6.

O ensaio foi realizado em placa de microtitulacdo de 96 pocgos. O
anticorpo de captura foi diluido em PBS e foram adicionados 50 puL dessa
solucdo em cada poco. A placa foi mantida na geladeira (4 °C) durante 12 h.
Posteriormente, a placa foi lavada com tampao de lavagem e bloqueada com
tampdao de bloqueio (BSA 1%). Ap6s 1 h, a placa foi lavada novamente e foram
adicionados 50 pL de TNF-a ou IL-6 (duplicata), em diluicdo seriada,
correspondentes a curva-padrao, nas duas primeiras colunas da placa. Nos
outros pocgos, foram adicionados 50 pL dos sobrenadantes e nos ultimos dois
pogos, foram adicionados 50 uL de PBS (branco). A placa foi devidamente
vedada e armazenada na geladeira (4 °C) durante 12 h.

Em seguida, a placa foi lavada e foram adicionados 50 pL do anticorpo
de deteccdo em cada poco. A placa foi vedada e mantida em temperatura
ambiente por 2 h. Apds esse periodo, a placafoi lavada e foram adicionados 50
pL do revelador estreptavidina em cada poco e, durante 20 min, a placa foi
mantida, novamente, em temperatura ambiente. Finalmente, foram adicionados
50 pL da solucédo do substrato ortofenilenodiamina em cada pogo. A reagéo foi
devidamente monitorada e, com aparecimento de coloracdo amarelada (20 a
30 min), a reacéo foi interrompida com a adicao de 25 pL de H2SO4. A leitura
foi feita no leitor de ELISA, usando comprimento de onda de 450 nm. Os
resultados foram expressos em picogramas de citocinas por 100 mg do

material coletado.

4.11 Avalicao da atividade da MPO

Ao sedimento obtido apds centrifugacdo do tecido homogeneizado
(secédo 4.10), foram adicionados 500 pL de solugao de cloreto de sédio 0,1 M
gelado, seguida de centrifugagdo durante 15 min a 10.000 rpm a 4 °C.
Posteriormente, foram adicionadas solu¢des de cloreto de sédio 0,2% e cloreto
de sodio 1,6% com glicose 5%. Novas homogeneizacfes e centrifugacoes
foram realizadas. O sobrenadante foi desprezado e foi adicionada ao
precipitado a solucdo de NasPOas 0,05 M. As amostras foram congeladas em

nitrogénio liquido e descongeladas em temperatura ambiente, por trés vezes.
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Apos esses ciclos, os homogenatos foram centrifugadas por 15 min a 10.000
rpm a 4 °C e os sobrenadantes obtidos foram coletados para a realizacao do
ensaio enziméatico. O ensaio foi realizado em placa de microtitulagdo de 96
pocos. Nos primeiros dois pogos, foram adicionados 25 pL de tampao PBS
(branco). Nos outros pogos, foram adicionados, em duplicata, 25 yL dos
sobrenadantes diluidos (1:3). Ap6s o preenchimento da placa com todas as
amostras, foram adicionados 25 uL da solucao de 3,3’,5,5',-tetrametilbenzidina
(3,8 mg/mL em DMSO) em cada poco e a placa foi incubada a 37 °C por 5 min.
Apés esse intervalo, foram adicionados 100 pL da solugao de H202 em cada
poco e a placa foi incubada novamente a 37 °C por 5 min. Para finalizar, foram
adicionados 100 pL de H2SO4 em cada poco. A atividade da MPO foi calculada
de acordo com a alteracdo da densidade Optica, avaliada em leitor de ELISA,

usando comprimento de onda de 450 nm.

4.12 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrédo da média. Os
resultados referentes aos modelos de avaliagdo da resposta nociceptiva
induzida por calor, quantificacdo de citocinas e atividade da MPO foram
analisados por meio da anélise de variancia simples de uma via (ANOVA),
seguido pelo teste de Newman-Keuls. Os resultados referentes aos modelos de
alodinia mecénica e edema de pata induzidos por carragenina, alodinia
mecanica induzida pelo paclitaxel e atividade motora foram analisados por
meio de andlise de variancia de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni.

Adotou-se um nivel de significancia de 5% em relacdo ao grupo controle.

5. RESULTADOS

5.1 Efeito induzido pelo RI75 sobre a resposta nociceptiva induzida por

calor

A resposta nociceptiva induzida por calor foi avaliada por meio da
determinagdo da laténcia para 0s animais apresentarem comportamento

nociceptivo. As respostas comportamentais apos a exposicao a placa quente
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incluiam a lambida das patas anteriores ou posteriores, bem como saltos. O
grupo controle teve uma laténcia média de aproximadamente 13 s. O RI75, nas
doses de 10, 20 e 40 mg/kg, assim como a curcumina, na dose de 40 mg/kg,
nao induziram alteracdes estatisticamente significativas das laténcias médias
dos animais quando comparados ao veiculo. O grupo tratado com dipirona,
controle positivo do experimento, teve uma laténcia média de 27,6 s (Figura
12).
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Figura 12 Efeitos induzidos por RI75 (10, 20 e 40 mg/kg, i.p., - 30 min), curcumina (40 mg/kg,
i.p., - 30 min), dipirona (500 mg/kg, i.p., - 30 min) ou veiculo (CMC 0,5%, 10 mL/kg, i.p., -30min)
sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na placa quente (50° C). V= veiculo. ***
indica diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao grupo controle (p<0,001). n=6.

5.2 Efeito induzido pelo RI75 sobre a alodinia mecanica induzida por

carragenina

A injecéo i.pl. de carragenina promoveu uma diminuigdo acentuada do
limiar nociceptivo, que se manteve reduzido durante o periodo de avaliacao (2,
4 e 6 h). A administracdo i.p. de RI75 (40 mg/kg) ou de curcumina (40 mg/kg)
reduziu a alodinia mecénica induzida por carragenina na 22, 42 e 62 h (Figura
13 A e B). O tratamento dos animais com dexametasona (2 mg/kg, i.p.)
atenuou significativamente a alodinia mecénica induzida por carragenina. Uma

avaliacdo global dos resultados, por meio da analise da area sob a curva,
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demonstrou que o RI75, nas doses de 10 e 20 mg/kg, também reduziu a

alodinia mecéanica (Figura 13 B).
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Figura 13 Efeitos induzidos por RI75 (10, 20 ou 40 mg/kg, i.p., - 30 min), curcumina (40 mg/kg,
i.p., - 30 min), dexametasona (2 mg/kg, i.p., -30 min) ou veiculo (CMC 0,5%, 10 mL/kg, i.p., -
30min) sobre a alodinia mecanica induzida por carragenina (600 pg, 30 pL, i.pl.). V = veiculo.
(A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *, ** e *** indicam diferengas estatisticamente
significativas em relagdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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5.3 Efeitos induzidos por naltrexona, ciproheptadina ou glibenclamida

sobre a atividade antialodinica do RI75

Tendo sido demonstrada a atividade antialodinica do RI75 (40 mg/kg),
foram investigados possiveis mecanismos envolvidos nessa atividade. Para
isso, foram avaliados os efeitos induzidos por naltrexona, ciproheptadina ou
glibenclamida sobre a atividade antialodinica do RI75.

A naltrexona, administrada isoladamente na dose de 10 mg/kg, néo
alterou a alodinia mecéanica induzida por carragenina. Essa resposta foi inibida
pelo tratamento com RI75. A atividade antialodinica do RI175 foi atenuada pela
administracdo prévia de naltrexona, nas doses de 5 e 10 mg/kg (Figura 14 A).
Uma avaliacao global também indicou atenuacéo da atividade antialodinica do
RI75 pelo pré-tratamento com naltrexona, na dose de 5 mg/kg (Figura 14 B).

A ciproheptadina, administrada isoladamente na dose de 10 mg/kg, néo
alterou a alodinia mecéanica induzida por carragenina. Essa resposta foi inibida
pelo tratamento com RI75. Entretanto, qguando houve a administracéo prévia de
ciproheptadina, na dose de 10 mg/kg, a atividade antialodinica do RI75 foi
atenuada em todos os momentos da avaliacéo (2, 4 e 6 h) (Figura 15 A). Uma
avaliacao global também indicou atenuacéo da atividade antialodinica do RI75

pelo pré-tratamento com ciproheptadina, na dose de 10 mg/kg (Figura 15 B).
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Figura 14 Efeito induzido pela naltrexona (N; 5 ou 10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antialodinica do RI75 (40 mg/kg, i.p.). A naltrexona foi administrada 30 min antes do RI75 e
esse foi administrado 30 min antes da carragenina. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area
sob a curva. ** e *** indicam diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo
controle (p<0,01 e p <0,001, respectivamente). # # e ## indicam diferencas estatisticamente
significativas em relagao ao grupo V/RI75 (p<0,005, p<0,01 e p<0,001). n=6.
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Figura 15 Efeito induzido pela ciproheptadina (C; 5 ou 10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antialodinica do RI75 (40 mg/kg, i.p.). A ciproheptadina foi administrada 30 min antes do RI75 e
esse foi administrado 30 min antes da carragenina. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) &rea
sob a curva. *, ** e *** indicam diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo
controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). # # e ## indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo V/RI75 (p< 0,005, p<0,01 e p<0,001). n=6.

A glibenclamida, administrada isoladamente na dose de 40 mg/kg, nao

alterou a alodinia mecénica. Essa resposta foi inibida pelo tratamento com
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RI75. A atividade antialodinica do RI75 néo foi atenuada pela administracédo

prévia de glibenclamida, nas doses de 20 e 40 mg/kg (Figura 16).
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Figura 16 Efeito induzido pela glibenclamida (G; 20 ou 40 mg/kg, p.o.) sobre a atividade
antialodinica do RI75 (40 mg/kg, i.p.). A glibenclamida foi administrada 30 min antes do RI75 e
esse foi administrado 30 min antes da carragenina. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area
sob a curva. *, ** e *** indicam diferencas estatisticamente significativas em relagéo ao grupo
V/RI75 (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.

5.4 Efeito induzido pelo RI75 sobre a alodinia mecéanica induzida pelo

paclitaxel

Inicialmente, foi realizada a indug¢do do modelo experimental de dor

neuropatica induzida pelo paclitaxel. O limiar para retirada da pata foi avaliado

a cada dois dias, durante 14 dias, ap0s a primeira injecdo de paclitaxel (2
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mg/kg.dia, i.p.). A alodinia mecéanica se estabeleceu dois dias ap0s a primeira
administracdo de paclitaxel e se manteve durante todo o periodo avaliado. Os

animais do grupo controle ndo apresentaram altera¢des significativas no limiar
nociceptivo (Figura 17).
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Figura 17 Alodinia mecéanica induzida por repetidas administracdes de paclitaxel (2 mg/kg.dia,
dose cumulativa 8 mg/kg, i.p.) ou veiculo (cloreto de sédio 0,9%, 2 mL/kg, i.p.). V= veiculo. P=
paclitaxel. *** indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle
(p<0,001). n=6.

O RI75 (40 mg/kg, i.p.), administrado no 14° dia apds a primeira injecéo
de paclitaxel, atenuou significativamente a alodinia mecénica, na 22,42 e 62 h,
assim como a curcumina (40 mg/kg, i.p.; Figura 18 A). O tratamento com
pregabalina (30 mg/kg, i.p.) induziu o efeito antinociceptivo em todos o0s
momentos da avaliacdo. Uma avaliacdo global indicou reducéao significativa do
limiar nociceptivo nos grupos pré-tratados com RI75, curcumina ou

pregabalina, quando comparados com o grupo controle (Figura 18 B).
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Figura 18 Efeitos induzidos por RI75 (40 mg/kg, i.p.), curcumina (40 mg/kg, i.p.), pregabalina
(30 mg/kg, i.p.) ou veiculo (CMC 0,5%, 10 mL/kg, i.p.) sobre a alodinia mecénica induzida por
paclitaxel (2 mg/kg.dia, i.p.). V = veiculo. P= paclitaxel. (A) Curso temporal e (B) area sob a
curva. *, ** e *** indicam diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle
(p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.

5.5 Efeito induzido pelo RI75 sobre a atividade motora

A atividade motora dos camundongos foi avaliada na haste girante com

0 objetivo de validar os resultados obtidos nos modelos experimentais de dor.
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RI75 (40 mg/kg, i.p.), curcumina (40 mg/kg, i.p.) ou veiculo (CMC 0,5%, i.p.)
nao alteraram o tempo permanéncia dos animais na haste girante durante todo
o periodo de avaliagéo (6 h). Entretanto, o fenobarbital (50 mg/kg, p.o.) reduziu
significativamente o tempo de permanéncia dos animais na haste girante
(Figura 19).
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Figura 19 Efeitos induzidos por RI75 (40 mg/kg, i.p., - 30 min), curcumina (40 mg/kg, i.p., - 30
min), fenobarbital (50 mg/kg, p.o., - 30 min) ou veiculo (CMC 0,5%, 10 mL/kg, i.p., -30 min)
sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na haste girante. V = veiculo. *** indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,001). n=6.

5.6 Efeito induzido pelo RI75 sobre o edema de pata induzido por

carragenina

A atividade do RI75 em modelo de edema de pata induzido por
carragenina foi avaliada logo ap6s a avaliacdo do efeito induzido por essa
substancia sobre a alodinia mecanica. O RI75, nas doses avaliadas (10, 20 ou
40 mg/kg), reduziu significativamente o edema de pata nos intervalos avaliados
nesse protocolo (2, 4 e 6 h apos injecdo do estimulo inflamatério). A
dexametasona, utilizada como controle positivo do experimento, inibiu a
formacao do edema de pata nesse modelo (Figura 20).
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Figura 20 Efeitos induzidos por RI75 (10, 20 e 40 mg/kg, i.p., - 30 min), curcumina (40 mg/kg,
i.p., -30 min), dexametasona (2 mg/kg, i.p., - 30 min) ou veiculo (CMC 0,5%, 10 mL/kg, i.p., -30
min) sobre a edema de pata induzido por carragenina (600 pg, 30 pL, i.pl.). V = veiculo. (A)
Curso temporal e (B) area sob a curva. *, *** e ** ndicam diferencas estatisticamente
significativas em relagdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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5.7 Efeito induzido pelo RI75 sobre a producédo de TNF-a e IL-6 e a

atividade da MPO induzidas por carragenina

Houve aumento das concentracdes de TNF-a e IL-6 na pata dos animais
4 h apoés a injecao i.pl. de carragenina (600 ug, 30 yL). Foi observado que o
tratamento prévio com o RI75 (40 mg/kg, i.p.) reduziu as concentracfes de
TNF-a (Figura 21 A) e IL-6 (Figura 21 B) na pata dos animais na 42 h apos a
injecao do estimulo inflamatério. O R175 também reduziu a atividade da enzima
MPO (Figura 22).
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Figura 21 Efeito induzido pelo RI75 (40 mg/kg, i. p., -30 min), curcumina (40 mg/kg, i.p., -30
min) ou veiculo (CMC 0,5%, 10 mL/kg, i.p., -30 min) sobre a concentracao de (A) TNF-a e (B)
IL-6 na pata dos animais 4 h apds a injecéo de carragenina (600 pg, 30 pL, i.pl.). V = veiculo. *
e ** indicam diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle (p<0,05 e
p<0,001, respectivamente). # indica diferenca estaticamente significativa em relagdo ao grupo
carragenina (p<0,05). n=6.
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Figura 22 Efeito induzido pelo RI75 (40 mg/kg, i. p., -30 min), curcumina (40 mg/kg,
i.p., -30 min) ou veiculo (CMC 0,5%, 10 mL/kg, i.p., -30 min) sobre a atividade da MPO na pata
dos animais 4 h ap6s a injecdo de carragenina (600 ug, 30 pL, i.pl.). V = veiculo. ** indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,01). # indica
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo carragenina (p<0,05). n=6.
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6. DISCUSSAO

A eficacia reduzida e a seguranca inadequada apresentadas por muitos
farmacos utilizados como analgésicos e anti-inflamatorios instigam a busca por
novas terapias para pacientes com condi¢gbes inflamatérias ou dolorosas,
representando um grande desafio. Assim, a busca por novas alternativas
farmacoterapéuticas torna-se necessaria. Dessa maneira, as plantas
medicinais constituem uma fonte para a descoberta de novas substancias
biologicamente ativas e uma alternativa terapéutica para o tratamento de
pacientes com diversas condi¢des patoldgicas (CASTILHO & BRAGA, 2011).

A curcumina € um importante componente da cdrcuma, uma planta
empregada na medicina tradicional principalmente pelas suas propriedades
anti-inflamatoéria, antialérgica e antimicrobiana. Entretanto, devido a baixa
biodisponibilidade, a atividade da curcumina ndo € muito marcante (SANTIAGO
et al.,, 2015). Tendo em vista essa limitacdo, abordagens como sintese de
analogos estruturais, uso de nanoparticulas, lipossomas ou micelas, sao
realizadas na tentativa de obter moléculas com melhores caracteristicas
biofarmacéuticas e efeitos biolégicos de maior magnitude (ANAND et al., 2007;
GUPTA et al., 2012). Numerosos estudos demonstraram que analogos da
curcumina apresentam atividade em diversos modelos de dor e inflamagao
(LIANG et al., 2008; ZHAO et al., 2010; KAMARUDIN et al., 2018).

No presente estudo, foram avaliadas as atividades do analogo da
curcumina, RI75, em diferentes modelos experimentais de dor e inflamacéo. Os
resultados demonstraram que o RI75 induz efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatério nos modelos experimentais avaliados. Os mecanismos parecem
envolver a participacdo de receptores opioidérgicos e serotoninérgicos e

reducéo da producéo de TNF-a e IL-6 e do recrutamento de neutrofilos.

6.1 Atividade do RI75 em modelos experimentais de dor

No presente estudo, foi avaliada a atividade antinociceptiva do RI75 em
modelos experimentais de dor nociceptiva, inflamatdria e neuropatica nos quais
a sensibilizacdo foi induzida por calor, carragenina e quimioterapico,

respectivamente.
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Inicialmente, investigamos a atividade do RI75 em um modelo
experimental de dor inflamatoria induzida por carragenina. A carragenina é uma
mistura de polissacarideos extraida de algas marinhas, composta
principalmente por D-galactose sulfatada, que induz uma resposta inflamatéria
aguda. Essa reacdo € resultante da producdo local de uma série de
mediadores inflamatérios como citocinas (TNF-a, IL18 e IL6), NO e
eicosanoides, entre outros (VINEGAR et al., 1987; CHEN et al., 1994; HANDY
& MOORE, 1998; CUNHA et al., 2000; LORAM et al., 2007). Esses
mediadores, além de desencadearem um processo inflamatério agudo,
aumentando a permeabilidade vascular e o extravasamento de liquido e
proteinas, promovem a sensibilizacdo dos nociceptores (GREGORY et al.,
2013; NECAS & BARTOSIKOVA, 2013).

Os resultados demonstraram que a administracdo do RI75 reduziu a
alodinia mecéanica induzida pela carragenina. O efeito antinociceptivo da
curcumina em modelos dor inflamatéria foi revisado por Sun e colaboradores
(2018), que compilaram resultados de varios estudos. A atividade da curcumina
foi demonstrada em modelos de dor orofacial induzida por formaldeido,
osteoartrite e hiperalgesia induzida por anion superéxido, carragenina,
capsaisina ou CFA. Outro estudo, no qual foi avaliado o efeito de um analogo
da curcumina, também demostrou atividade semelhante. Ming-Tatt e
colaboradores (2012) observaram que a administracéo i.p. do analogo BHMC
(2,6-bis- (4-hidroxi-3-metoxibenzilideno) ciclo-hexanona) atenuou a segunda
fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos.

Também foi investigada a atividade do RI75 em um modelo experimental
de dor provocada por um estimulo térmico. O teste da placa quente € um
método classico utilizado para avaliar a nocicepcao em roedores (Le BARS et
al., 2001). Os receptores vaniloides de potencial transitério tipo 1 (TRPV1) sdo
termoreceptores expressos em neurdnios sensoriais primarios, que tém os
corpos celulares em ganglios trigeminais e das raizes dorsais e séo ativados
pelo calor (>42 °C) (CATERINA, 2007).

A administracdo do RI75 né&o alterou de forma significativa a laténcia do
comportamento nociceptivo no modelo da placa quente. A resposta obtida
nesse modelo esta em consonancia com aquelas obtidas com a curcumina. A

administracdo da curcumina (10 e 20 mg/kg, i.p.) nédo alterou o limiar da
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nocicepgdo térmica induzida pelo calor radiante. Ainda, com estudos
eletrofisiolégicos aplicados em o006citos, que expressam TRPV1, foi
demonstrado que a curcumina n&o impediu a corrente cationica induzida pela
capsaicina (MARTELLI et al., 2007; KAVOUSI et al., 2016). Estudos adicionais
s80 necessérios para obten¢do de conhecimento mais aprofundando do perfil
de atividade desse analogo no processamento nociceptivo.

Em seguida, foi investigada a atividade do RI75 em modelo de dor
neuropatica induzida por quimioterapico. O paclitaxel € um agente
antineoplésico utilizado no tratamento de pacientes com canceres sélidos de
mama, ovario, pulmdo ou pescoco. Entretanto, o paclitaxel pode levar ao
desenvolvimento de neuropatia periférica, decorrente da degeneracdo das
fibras nervosas periféricas (SCRIPTURE et al., 2006; TOMA et al., 2017). Esse
agente quimioterapico aumenta a atividade de canais i6nicos e a producédo de
EROS, que podem interromper a cadeia de transporte de elétrons mitocondriais
e alterar a producdo de ATP nos neurbnios sensoriais. Ademais, o paclitaxel
promove ativagéo astrocitica espinhal, levando a liberagdo de TNF-q, IL-6 e IL-
B e induzindo alodinia mecéanica (SISIGNANO et al., 2014).

O RI75 (40 mg/kg i.p.) atenuou a alodinia mecénica induzida pelo
paclitaxel. Greeshma e colaboradores (2015) observaram que a tetra-
hidrocurcumina (40 e 80 mg/kg, p.0.), um anélogo natural da curcumina,
reduziu a alodinia térmica e hiperalgesia mecanica em modelo de dor
neuropética induzida por vincristina em ratos. Outros anélogos da curcumina,
como o J147 (N - (2,4-dimetilfenil) -2,2,2-trifluoro-N - [(E) - (3-metoxifenil)
metilidenamino] acetamida) e o B14 ( (1E, 4E) -1,5-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)
penta-1,4-dien-3-ona), também reduziram a alodinia mecanica induzida por
estreptozotocina e cancer 6sseo (LV et al., 2018; XU et al., 2019). E importante
mencionar que a curcumina também apresenta atividade antinociceptiva em
modelos de dor neuropéatica induzida por vincristina (BABU et al., 2015), leséo
por constricdo cronica (ZHU et al., 2014; LIU et al., 2016), alcool (KANDHARE
et al., 2012) e estreptozotocina (SHARMA et al., 2006). A atividade do RI75 em
modelo de dor neuropatica representa um resultado de grande interesse
guando se vislumbra o desenvolvimento de um novo farmaco, uma vez que ha

poucas alternativas farmacoterapéuticas para o alivio dessa categoria de dor.
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Com o objetivo de investigar se a atividade antinociceptiva poderia
resultar de incoordenacdo motora e/ou relaxamento muscular, avaliou-se o
efeito induzido pelo RI75 sobre o tempo de permanéncia dos animais na haste
girante. Uma vez que o RI75 néo alterou o tempo de permanéncia dos animais
na haste girante, € pouco provavel que a atenuacdo do comportamento
nociceptivo induzida por essa substancia nos modelos indicados seja resultado

de comprometimento da atividade motora ou de relaxamento muscular.

6.2 Atividade do RI75 em modelo experimental de inflamacdo aguda

A administracdo de carragenina aumenta a permeabilidade vascular e
extravasamento de liquidos e leucdcitos, por mecanismos previamente
descritos, levando a formacdo do edema inflamatério. O edema de pata
resultante dessa induc¢do € um modelo experimental largamente utilizado para
investigar a atividade anti-inflamatoria de farmacos e candidatos a farmacos
(MORRIS, 2003).

O pré-tratamento dos animais com o RI75 reduziu o edema de pata
induzido pela carragenina. O efeito induzido pelo RI75 é semelhante aqueles
demonstrados por outros grupos de pesquisadores que investigaram analogos
da curcumina. Wang e colaboradores (2012) demostraram a reducao do edema
induzido por carragenina em camundongos pré-tratados com analogo da
curcumina (A13; 10 e 30 mg/kg, i.p.; Figura 2A), sendo que a atividade
observada foi comparavel a da dexametasona. Recentemente, foi demonstrado
que o anélogo da curcumina, o DHHPD ((3,4-Di-hidroxifenil) -3-hidroxi-1- (2-
hidroxifenil) penta-2,4-dien-1-ona), na dose de 3 mg/kg (i.p.), inibiu o edema
induzido por carragenina, histamina, serotonina ou bradicinina em
camundongos (HISAMUDDIN et al., 2019).

A resposta inflamatéria induzida por carragenina € caracterizada pela
liberac&o de histamina, serotonina e bradicinina, assim como pela presenca de
neutréfilos, producdo de PG e inducdo de COX-2. A lesado tecidual leva a
producdo de bradicinina, que estimula a liberacdo sequencial de TNF-q, IL-1j3,
IL-6 e quimiocinas. Essas citocinas e quimiocinas tém papel importante na
inducao de edema, alodinia, hiperalgesia e migracao de neutrofilos (CUNHA et
al., 2005; LORAM et al., 2007; ANNAMALAI & THANGAM, 2017).
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Tendo em vista que TNF-a e IL-6 s&o importantes para o
desenvolvimento da resposta inflamatéria aguda induzida por carragenina
(CUNHA et al., 2005) e que o RI75 foi capaz de atenuar o edema e a alodinia
mecanica induzidos por esse estimulo, foi investigado o efeito induzido pelo
anélogo da curcumina sobre a producdo desses mediadores inflamatorios,
apos a administracédo i.pl. de carragenina. O RI75 reduziu as concentracfes de
TNF-a e IL-6 na pata dos animais. Muitos estudos demonstraram que a
curcumina e analogos reduzem a producdo dessas citocinas em diferentes
modelos. Anélogos sintéticos foram eficientes na inibicdo da expressdo ou
producao de TNF-a e IL-6 em modelos de leséo pulmonar, sepse e inflamacé&o
aguda induzidas pela administracéo intravenosa de LPS (WANG et al., 2012;
ZHAO et al.,, 2015; XIAO et al.,, 2019); inflamagédo cardiaca associada a
obesidade (QIAN et al.,, 2015) e edema de orelha induzido por TPA
(RAKARIYATHAM et al., 2019). De modo semelhante, a curcumina atenuou a
lesdo de células endoteliais da aorta toracica de ratos induzida por glicose, um
efeito associado com a diminuicdo da expressao de citocinas como TNF-a e IL-
6 (ZHANG & LI, 2018). As concentracdes séricas dessas citocinas também
foram reduzidas no modelo de mastite induzida por Staphylococcus aureus (XU
et al., 2020). Em um estudo in vitro, foi comprovado que a curcumina inibe a
expressdo de TNF-a e IL-6 e outros mediadores inflamatérios em células
epiteliais gengivais estimuladas por LPS (TORAYA et al., 2020).

A injecdo de carragenina induz a migragdo de neutrofilos para o sitio
inflamatoério. Essas células produzem mediadores inflamatorios proteicos e
lipidicos, bem como radicais livres, que contribuem para o aumento da
permeabilidade vascular e danos tissulares (SALVEMINI et al., 1996). A MPO é
uma enzima liberada por neutrofilos, possui propriedades inflamatérias e
antimicrobianas e serve como marcador inflamatério (QUEIROZ-JUNIOR et al.,
2009; KLINKE et al.,, 2011). O pré-tratamento dos animais com RI75 ou
curcumina reduziu a atividade da MPO induzida por carragenina. A curcumina
também diminui a atividade da MPO induzida por outros estimulos como anion
superoxido (FATTORI et al., 2015), LPS (KUMARI et al., 2017) e sulfato de
dextrano sodico (GONG et al., 2018). O efeito induzido pelo RI75 sobre a

atividade da MPO indica que a inibicdo da ativagdo e do recrutamento de
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neutrofilos pode contribuir para a atividade anti-inflamatéria desse analogo de
curcumina.

As atividades antialodinica e antiedematogenica do RI75 estédo
relacionadas com a diminuicdo do recrutamento neutrofilico e da producao de
TNF-a e IL-6. Provavelmente, a reducdo da producdo de citocinas esta
associada com a inibicdo da ativacdo de NF-kB (GUPTA etal., 2012).

6.3 Papel das vias opioidérgicas e serotoninérgicas e dos canais Katp

na atividade antinociceptiva do RI75

Visando a investigacdo do papel dos receptores opioidérgicos e
serotoninérgicos e também dos canais Katp na atividade do RI75 em modelo de
dor inflamatéria induzida por carragenina, foram utilizadas as seguintes
ferramentas farmacoldgicas: naltrexona, ciproheptadina e glibenclamida.

O sistema opioidérgico enddégeno consiste de peptideos e seus
receptores, que estdo amplamente distribuidos no SNC e em tecidos
periféricos. A interacdo desses peptideos com os receptores em neurbnios pré-
sin4pticos reduz a liberacdo de neurotransmissores, como glutamato, inibindo a
propagacdo do potencial de acdo, ou seja, inibe a transmissdo do sinal
nociceptivo, diminuindo a sensacdo dolorosa (BENARROCH, 2012). A
naltrexona, um antagonista ndo seletivo de receptores opioides (TOLJAN &
VROOMAN, 2018), foi utilizada para investigar se a via opioidérgica poderia
mediar a atividade antinociceptiva do RI75. A administracdo prévia de
naltrexona inibiu a atividade antinociceptiva do RI75, indicando que essa
atividade depende em parte da ativacdo de vias opioidérgicas. Entretanto, ndo
estd claro se RI75 interage diretamente com receptores opioidérgicos ou
estimula a liberacdo de peptideos enddgenos, acdes que poderiam contribuir
para sua atividade antinociceptiva. Assim, estudos adicionais deverdo ser
realizados com o objetivo de investigar de maneira mais detalhada a
participacdo do sistema opioidérgico nessa resposta.

A serotonina, uma monoamina amplamente distribuida na periferia e no
SNC, possui acdes complexas no processamento e modulacdo da dor. A nivel
periférico possui atividade hiperalgésica, enquanto a nivel central, suas acdes
resultam em inibicdo do processamento nociceptivo (SOMMER et al., 2010;
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VIGUIER et al., 2013). A ciproheptadina, um antagonista de receptor
serotoninérgico, quando administrada previamente ao RI75, atenuou a
atividade do anélogo no modelo de dor inflamatéria. Embora a ciproheptadina
nao seja um antagonista serotoninérgico seletivo (GRAUDINS et al., 1998),
esses resultados levam a sugestédo de que a ativacdo de vias serotoninérgicas
possa contribuir para a atividade antinociceptiva do RI75.

A ativacdo de canais Katp pode causar uma hiperpolarizacdo dos
terminais periféricos de neurbnios aferentes, diminuindo a propagacdo do
potencial de acdo e inibindo o processamento nociceptivo (TSANTOULAS &
MCMAHON, 2014). A ativacao desses canais nao parece ser relevante para a
atividade do RI75, uma vez que a administracdo prévia de glibenclamida, um
bloqueador de canais Katp, ndo atenuou a atividade antialodinica do RI75.

Tendo em vista os resultados do presente estudo, sugere-se que a
atividade do RI75 envolva a ativagdo das vias opioidérgica e serotoninérgica,
assim como observado para a curcumina. Em modelo de nocicepcéo visceral, a
administracdo de naloxona ou ciproheptadina, previamente a injecéo de acido
acético, reduziu significativamente a contorcdo abdominal, indicando que o
efeito antinociceptivo da curcumina seja mediado pela ativagcdo das vias
opioidérgicas e serotoninérgicas (TAJIK et al., 2008; MOTAGHINEJAD et al.,
2015). A participagdo dessas vias também foi investigada em modelo de dor
neuropatica induzida por lesédo constritiva cronica. Nesse modelo, o efeito da
curcumina sobre a hiperalgesia térmica e alodinia mecéanica foi reduzido pela
administracdo de antagonistas de receptores opioidérgicos e monoaminérgicos
(ZHAO et al., 2012).

6.4 LimitacOes

Os resultados do presente estudo sdo promissores quando se tem em
perspectiva a investigacdo do RI75 como um candidato a farmaco analgésico e
anti-inflamatério. Porém, sabe-se que a pesquisa translacional é limitada, visto
qgue h& um elevado numero de moléculas que apresentam atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria em ensaios pré-clinicos e um numero
extremamente reduzido de farmacos analgésicos aprovados nas ultimas

décadas. Os resultados que demonstram a atividade do RI75 em diferentes
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modelos de dor e inflamagdo devem ser complementados pela investigacao
das atividades em outros modelos experimentais, bem como da avaliacdo dos
perfis farmacocinético e toxicoldgico, a fim de obter melhor caracterizagdo do

analogo.

6.5 Perspectivas

O RI75 apresenta atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva que
podem estar relacionadas a ativacdo das vias opioidérgica e serotoninérgica e
reducéo da producédo de TNF-a e IL-6 e da atividade da MPO. Esses resultados
sdo importantes considerando a perspectiva de desenvolvimento de novos
farmacos, uma vez que 0s principais mecanismos envolvidos na agdo de
farmacos analgésicos e anti-inflamatérios conhecidos incluem inibicdo da
producéo, liberagdo ou acdo de mediadores inflamatorios. Estudos adicionais
devem ser conduzidos para explorar a atividade do RI75 em modelos
experimentais crénicos, como modelos de dor neuropaticainduzidas por lesdes
mecanicas e modelos de artrite reumatoide, assim como 0s possiveis alvos

moleculares do RI75.

7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o RI75 apresenta
atividades em modelos de dores inflamatoria e neuropatica e em modelo de
edema inflamatério, provavelmente relacionadas com a ativacdo de
mecanismos opioidérgicos e serotoninérgicos e inibicdo da produc¢ao e/ou acao

de mediadores inflamatoérios e do recrutamento de neutréfilos.
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