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RESUMO

O desenvolvimento de diferentes substéncias doadoras de Oxido nitrico (NO) tem
aumentado devido a contribuicdo da via de sinalizacdo mediada por essa molécula na
patogénese de diversas condicdes clinicas, incluindo manifestacbes inflamatorias e
dolorosas. Quando se modifica a estrutura de farmacos para liberagdo de NO resulta-se
em melhores atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva e também com um melhor
perfil de seguranca. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar as atividades
do composto &cido 4-((nitrooxi) metil)-3-nitrobenzoico (RIY09), doador de NO, em
modelos experimentais de dor e inflamacdo, bem como os possiveis mecanismos
envolvidos. A administragdo intraperitoneal (i.p.) do composto RIY09 (100 ou 150
mg/Kg) inibiu a resposta nociceptiva induzida por calor e a alodinia mecanica induzida
por carragenina. A atividade motora dos animais ndo foi alterada pela administracdo do
composto RIY09 (150 mg/Kg, i.p.). O pré-tratamento com o composto RI'Y09 (50, 100 e
150 mg/Kg, i.p.) também reduziu o edema de pata induzido por carragenina. As atividades
nos modelos de dor inflamatdria e edema foram associadas a diminuicdo do recrutamento
de neutrofilos e diminuicdo da producdo de citocinas inflamatorias, como interleucina-
1B, interleucina-6, fator de necrose tumoral-a ¢ CXCL-1, e aumento da producdo da
citocina anti-inflamatdria interleucina-10. A administracdo do composto RI'Y09 (50, 100
e 150 mg/Kg, i.p.) reduziu a alodinia mecanica induzida por paclitaxel no 7° dia de
sensibilizacdo com o quimioterapico. A administracdo prévia de AM251 (4 ou 8 mg/Kg,
I.p.) e naltrexona (10 mg/Kg, i.p.), mas ndo de glibenclamida (20 ou 40 mg/Kg, per 0s),
reduziu a atividade antinociceptiva do composto RIY09. O composto RIY09 também
reduziu citocinas inflamatdrias em estruturas como ganglios da raiz dorsal e talamo.
Cinco horas ap6s a administracdo do RY109 (150 mg/Kg, i.p.), houve aumento das
concentragcdes plasmaticas de nitrito, indicando que o RIY09 possivelmente libera NO,
um evento que se correlaciona com as suas atividades. Desse modo, nossos resultados
demonstram que o composto RIY09 apresenta atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria nos modelos experimentais avaliados. Esses resultados reforcam o interesse
na investigagcdo de compostos doadores de NO como candidatos a farmacos analgésicos

e anti-inflamatorios.

Palavras chaves: doadores de NO; éxido nitrico; dor; inflamacéo; citocinas; acido 4-

((nitrooxi) metil)-3-nitrobenzoico; dor neuropatica; paclitaxel.



ABSTRACT

The development of different nitric oxide (NO) donor substances has increased due to the
contribution of the signaling pathway mediated by this molecule in the control of several
clinical conditions, including inflammatory and painful manifestations. Structural
modification for NO release may result in substances with better anti-inflammatory and
antinociceptive activities and with a better safety profile. Thus, the aim of the present
study was to evaluate the activities of the compound 4-((nitrooxy)methyl)-3-nitrobenzoic
acid (R1'Y09), a NO donor, in experimental models of pain and inflammation, as well as
the possible mechanisms involved. Intraperitoneal (i.p.) administration of compound
RIY09 (100 or 150 mg/Kg) inhibited heat-induced nociceptive response and carrageenan-
induced mechanical allodynia. The motor activity of the animals was not altered by the
administration of 150 mg/Kg, i.p. of compound RIY09. Pretreatment with compound
RIY09 (50, 100 and 150 mg/Kg, i.p.) also reduced carrageenan-induced paw edema.
Activities in inflammatory pain and edema models were associated with decreased
neutrophil recruitment and decreased production of inflammatory cytokines such as IL1p,
IL-6, TNF-a and CXCL-1, and increased production of the anti-inflammatory cytokine
IL- 10. The i.p. of the compound RI'Y09 (50, 100 and 150 mg/Kg) reduced the mechanical
allodynia induced by paclitaxel on the 7th day of sensitization with the chemotherapy.
Previous administration of AM251 (4 or 8 mg/Kg, i.p.) and naltrexone (10 mg/Kg, i.p.)
but not glibenclamide (20 or 40 mg/Kg, p.o.), reduced the antinociceptive activity of
compound RIY09. The RI'Y09 compound also reduced the production of inflammatory
cytokines in structures such as DRGs and thalamus. After 5 h of i.p administration of
compound RIY09 (150 mg/Kg) there was an increase in plasma nitrite concentrations,
indicating that this compound possibly releases NO, correlating with the activities
presented by this new compound. Thus, our results demonstrate that the compound RI'Y09
presents antinociceptive and anti-inflammatory activities in the evaluated experimental
models. These results reinforce the interest in investigating NO donor compounds as

candidates for analgesic and anti-inflammatory drugs.

Keywords: NO donos; nitric oxide; pain; inflammation; cytokines; 4-((Nitrooxy)

methyl)-3-nitrobenzoic acid; neuropathic pain; paclitaxel.
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1. INTRODUCAO

1.1.Aspectos gerais da inflamagéo

A inflamacdo é uma resposta adaptativa que pode ser desencadeada por diversos
estimulos e/ou condi¢bes nocivas, como infecgdes, lesbes teciduais, canceres, doencas
autoimunes, depressao, doencas cardiovasculares e metabdlicas como o Diabetes Mellitus
tipo Il (SCRIVO et al., 2011). Em condi¢des normais a resposta inflamatoéria possui um
papel benéfico, como por exemplo, no controle e protecdo de processos infecciosos, mas
pode tornar-se prejudicial quando esse processo ocorre de forma desregulada e
exacerbada, como acontece na sepse e em estados inflamatorios crdnicos como a
osteoartrite (MEDZHITQOV, 2008).

Normalmente o processo inflamatério ocorre no tecido conjuntivo vascularizado,
envolvendo diversas células como as do sistema imunoldgico, dos vasos sanguineos e
diversos mediadores inflamatérios. A inflamacéo consiste em cinco sinais e sintomas
classicos: rubor, tumor, calor, dor e perda de funcdo (MEDZHITOV, 2008; KOTAS &
MEDZHITQV, 2015).

Basicamente uma resposta inflamatoria consiste em quatro componentes: estimulos ou
indutores inflamatérios, os sensores ou receptores que o0s detectam, mediadores

inflamatdrios e o tecido e/ou células alvo (Fig. 1).

INDUTORES SENSORES MEDIADORES TECIDO ALVO

'rTLR ‘,'\vr,TLR
o NS TNF, IL-1, IL-6
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CCL2, CXCL2

— . —_—
4 r TR Histamina
Bradicinina

- '“ -

Lesao tecidual

Mastécito Célula dendritica

Macréfagos

Figura 1. Componentes da resposta inflamatoria. Adaptada de MEDZHITOV (2008).

Varios mediadores podem contribuir para o processo inflamatério, como bradicinina,
prostaglandinas (PGs), leucotrienos, serotonina, histamina, substancia P, tromboxanos,
fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Em

especial, podem ser citadas as citocinas, que sdo um grupo diversificado de peptideos e
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glicopeptideos, secretadas por diferentes células em resposta a uma variedade de
estimulos (MEDZHITOV, 2008; SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). Fazem
parte deste grupo: as interleucinas (ILs) como IL-1p e IL-6, interferons (IFNS),
quimiocinas (CXCL1, CXCL2) e fatores de necrose tumoral (TNFs) como TNF-a
(KANY et al., 2019; ZHANG & AN, 2007).

O tipo de mecanismo desencadeado em determinadas condic¢des inflamatorias depende
da origem do estimulo inflamatério. Por exemplo, durante a resposta imune inata,
estimulos bacterianos normalmente sdo detectados por meio dos receptores Toll-like
(TLRs), que sdo expressos em macrofagos residentes do tecido. A ativacdo desses
receptores induz a producdo de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1p e IL- 6,
quimiocinas (CCL2 e CXCL2) e PGE.. A ligacéo aos receptores TLRs resulta na ativagéo
das vias do fator nuclear kappa B (NFkB) e da proteina quinase ativada por mitégenos
(MAPK), responséaveis pela produgéo de citocinas inflamatdrias. O aumento da producéo
desses mediadores pode gerar vasodilatagdo, aumento do extravasamento de neutrofilos
e comprometimento do tecido. As ceélulas do sistema imune, como neutrofilos,
macrofagos e mastdcitos, serdo as responsaveis pela destruicdo dos patdgenos
(MEDZHITOV, 2010; LIBBY, 2007).

Quando ocorre uma lesdo tecidual, sem a participacdo efetiva de patdgenos bacterianos,
a inflamacéo acontece em decorréncia da tentativa de reparacédo do tecido danificado. Em
situacdes normais as células mesenquimais e epiteliais sdo separadas por uma membrana
basal. A ruptura dessa membrana acarreta em um desequilibrio homeostatico, resultando
em respostas de reparo tecidual (MEDZHITOV, 2008). Inicialmente, macréfagos
residentes induzem respostas inflamatorias por meio da producdo de mediadores
inflamatorios, que também serdo responsaveis pela sensibilizacdo de nociceptores,
responsaveis pela sensacao de dor no local afetado. A inflamacdo e a nocicepgao estdo
intimamente ligadas por varios processos, como a formagédo de exsudato, a formacdo do
edema tecidual e a liberacdo mediadores inflamatérios (MEDZHITOV, 2010). Esses
processos podem ser responsaveis pelo aparecimento da dor inflamatéria, como

abordaremos a frente com maiores detalhes.

A inflamacdo pode ser classificada de acordo com a sua duragdo em aguda ou crénica. A

inflamacdo aguda possui um tempo de duracgdo relativamente curto podendo variar de
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horas a dias, e suas principais caracteristicas sdo o processo de vasodilatacdo, resultando
em eritema, seguido pelo extravasamento de plasma e constituintes plasmaticos para o
local afetado, contribuindo para o desenvolvimento do edema tecidual. O aumento do
fluxo de constituintes plasmaticos do compartimento intravascular para o intersticio,
acontece devido aumento da permeabilidade capilar gerado por substancias como
histamina, bradicinina, leucotrienos e substancia P. O processo de vasodilatagdo também
pode ser mediado pela liberacdo local de Oxido nitrico (NO) e prostaglandinas
vasodilatadoras, como PGE> e PGl.. O aumento do fluxo sanguineo facilita a liberagéo
local de mediadores inflamatorios e 0 processo de migracdo leucocitaria, particularmente
dos neutrofilos. A migracdo neutrofilica é facilitada gracas a regulacdo positiva de
moléculas de adesdo nas células endoteliais promovendo o influxo desses leucdécitos para
o local lesionado (MEDZHITOV, 2010; SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004;
RYAN & MAJNO, 1977).

A resposta inflamatoria aguda € normalmente finalizada assim que os indutores
inflamatdrios sdo eliminados e o dano tecidual é reparado. A transi¢do do término da
resposta inflamatdria para o estado homeostatico é conhecida como resolugcdo da
inflamacdo. Nessa fase, ocorre diminuicdo da sintese de mediadores pro-inflamatorios,
interrompendo o recrutamento de leucdcitos e a formacdo do edema tecidual. Durante a
resolucdo, os leucaocitos, particularmente os neutréfilos remanescentes, sofrem apoptose
e subsequente processo de eferocitose por macrofagos diferenciados que possuem agédo
pré-resolutiva. Assim como a fase inicial da inflamacdo, a resolucdo também é
coordenada e regulada pela producdo de mediadores, que sdo denominados proé-
resolutivos. Normalmente, esses mediadores sdo liberados durante o processo de apoptose
de neutrofilos e/ou eferocitose por macréfagos. Esses mediadores possuem naturezas
diversas, podendo destacar as lipoxinas (LXA4), resolvinas (RvD1), protectinas,
maresinas e anexina Al (AnxAl), entre outros. Os mediadores pro-resolutivos, alem de
inibir o recrutamento de neutrdfilos e estimular o processo de remodelamento tecidual,
podem aumentar a producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 (FEEHAN &
GILROY, 2019; FULLERTON & GILROY, 2016; SUGIMOTO et al., 2016).

Se a resposta inflamatdria aguda ndo conseguir eliminar o indutor inflamatorio, a
inflamacdo persiste e adquire novas caracteristicas. Ocorre entdo, falha na resolucéo da

inflamacdo, tornando o processo inflamatdrio de forma crénica e consequentemente com
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problemas no desenvolvimento da imunidade adaptativa (FULLERTON & GILROY,
2016). O infiltrado de neutrdfilos é substituido por macréfagos e linfécitos e resulta em
diferentes tipos de remodelamento tecidual. Esse estado pode ser causado por infec¢oes
crénicas, danos ndo reparados aos tecidos, alérgenos persistentes, particulas estranhas ndo
degradaveis ou cristais enddgenos (urato monossddico) e respostas autoimunes
(persisténcia de antigenos proprios). De forma geral, os mecanismos dos processos
inflamatorios crénicos ndo sdo tdo bem compreendidos e podem variar bastante entre
estimulos e causas persistentes (MEDZHITOV, 2010). Doengas inflamatorias cronicas,
como lupus eritematoso sistémico, doenca inflamatoria intestinal e artrite reumatoide,
possuem um alto impacto para a satde publica, pois o processo inflamatério pode persistir
por meses e anos, diminuindo a qualidade de vida do individuo (SHERWOOD &
TOLIVER-KINSKY, 2004; MEDZHITOV et al., 2008).

1.2. Aspectos gerais da dor

Segundo a Associagéo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) a dor pode ser definida
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a, ou semelhante
aquela associada a dano real ou potencial ao tecido (RAJA et al., 2020). A dor também é
considerada um fenémeno multidimensional, estando associada a varios componentes,
incluindo sensoriais, fisiologicos, afetivos, comportamentais e espirituais (OMS, 2012).
A dor atua como um mecanismo de protecdo e um sistema de alarme para muitas
condicdes patoldgicas, sendo o sintoma mais comumente associado a procura de auxilio
médico (MICKLE et al., 2016; LOESER & MELZACK, 1999). Esse sintoma justifica
mais de 70% das consultas médicas em consultérios brasileiros (ROCHA et al., 2007).
No mundo, a prevaléncia da dor conica é estimada em 27,5% comvariagdo entre 10% a
50% entre os paises, sendo essa estimativa semelhante aquela encontrada no Brasil
(ZIMMER et al., 2022; VASCONCELOS & ARAUJO, 2018). E essa prevaléncia
aumenta para 33% em paises de media e baixa renda (JACKSON et al., 2015),
acometendo mais mulheres, idosos e moradores da zona rural (ZIMMER et al., 2022).

O termo amplamente utilizado para definir esse sintoma, principalmente para estudos em
animais experimentais, € nocicepcdo, que explica 0s mecanismos e vias neurais para
codificacdo e processamento dos estimulos nocivos (LOESER & TREEDE, 2008).
Geralmente, ocorre uma propagacéo de potenciais de acdo que comegam com a ativagao

de neurdnios sensoriais chamados nociceptores, que estdo presentes em diversos 0rgaos e
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tecidos como epitelial, muscular, articulagées, entre outros (GOLD & GEBHART, 2010).
Os nociceptores geralmente identificam diversos estimulos como mecénicos térmicos ou
quimicos, dando origem ao processo de nocicep¢do (MICKLE et al., 2016; BAUSBAUM
et al., 2009). Apds a deteccao dos estimulos pelos nociceptores, 0s potenciais de agdo sdo
transmitidos aos neurénios de segunda ordem localizados na medula espinhal ou tronco
cerebral, com posterior participacdo taldmica, sendo interpretados como estimulos
nocivos pelo cortex cerebral (MICKLE etal., 2016; JULIUS, 2013; ROCHA et al., 2007).

As fibras Ao ¢ C sdo fibras envolvidas na deteccao de estimulos nocivos e transducgao
desses estimulos em sinais elétricos e sua conducdo a medula espinhal ou tronco cerebral.
As fibras AJ, s3o mielinizadas e, consequentemente, a transmissao dos potenciais de agao
ocorre rapidamente. As fibras C, por sua vez, ndo sdo mielinizadas e conduzem o0s
potenciais de acdo de forma lenta (GOLD & GEBHART, 2010; ROCHA et al., 2007).

Os nociceptores sdo funcionalmente caracterizados pelo tipo de receptores
sensoriais/canais ibnicos expressos na membrana plasmatica. Esses receptores pertencem
a familia de receptores de potencial transitorio (TRP) e sua funcionalidade varia com a
temperatura, estimulos quimicos ou forgas mecénicas. Os TRPs sdo canais catidnicos ndo

seletivos, que, quando ativados, transduzem um estimulo externo em uma mudanca de

2
potencial de membrana, abrindo canais para Na'/Ca  ou fechando canais para K'
(MICKLE et al., 2016; VARDEH et al., 2016).

Apos a ocorréncia de algum dano tecidual, substancias quimicas podem ser liberadas
extracelularmente e modular a ativacdo de neurdnios sensoriais. Entre os mediadores
quimicos responsaveis pela ativacdo de neurdnios sensoriais, destacam-se a histamina,
substancia P, serotonina, bradicinina, acetilcolina, leucotrienos e prostaglandinas. Cada
um desses mediadores interage com 0s nociceptores, aumentando ainda mais a
sensibilizacdo a estimulos nocivos. Esse fendmeno representa um mecanismo periférico
pelo qual a lesdo tecidual promove hipersensibilidade estimulos nocivos (JULIUS, 2013;
BAUSBAUM et al., 2009).

A duracéo da dor é uma caracteristica mensuravel que permite a diferenciacao entre dor

aguda e dor cronica. A dor cronica geralmente é reconhecida como uma dor que persiste
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por mais de trés meses, perdendo a funcéo de alerta que ocorre na dor aguda. Esse tipo
de dor est4 associado a um sofrimento emocional significativo, com interferéncia nas

atividades cotidianas e na interagéo social do paciente (TREEDE et al., 2015).

Existem varios tipos distintos de dor, que séo classificados de acordo com a sua causa
como dor nociceptiva, inflamatéria, disfuncional e neuropética. Cada tipo de dor sera
abordado adiante com maiores detalhes. Os mecanismos neurobiol6gicos responsaveis
por esses diferentes tipos de dor fornecem melhor compreensao dos tipos de dor gerados
por diferentes fatores etioldégicos em determinados pacientes e uma terapia mais
direcionada (VARDEH et al., 2016; COSTIGAN et al., 2009; WOOLF, 2004).

1.2.1. Dor nociceptiva

A dor nociceptiva se manifesta como consequéncia de uma lesdo atual ou futura em um
tecido ndo neural e decorre da ativacdo de nociceptores que detectam a presenca de
estimulos potencialmente prejudiciais (TEIXEIRA et al., 2016; HEHN et al., 2012;
WOOLF, 2004). De acordo com a localizacdo dos nociceptores, a dor nociceptiva pode

ser subdividida em dor somatica e visceral (OMS, 2012).

A dor somaética € desencadeada pela ativacdo de nociceptores em tecidos superficiais
como (pele e mucosas) ou tecidos profundos (tecidos 6sseo, muscular, conjuntivo e
articulacGes). Cortes e entorses sdo exemplos de causas de dor somatica superficial,
enquanto as cdibras musculares podem resultar em dor somatica profunda. A dor visceral,
por sua vez, é causada pela ativacao de nociceptores localizados nas visceras torécicas e
abdominais (OMS, 2012).

Como mencionado anteriormente, a transducdo de estimulos mecénicos, térmicos e
quimicos na dor nociceptiva ocorre por atividade elétrica nos nociceptores. Na auséncia
de estimulos, ha pouca atividade espontanea dos nociceptores, devido a uma grande
condutancia de K* através de canais idnicos. Existem receptores especificos para a
transducdo de cada estimulo (Fig. 2), mas apenas a presenca desse transdutor ndo
necessariamente confere sensibilidade ao estimulo. Por exemplo, a presen¢a de TRPMS,
um transdutor de estimulo frio, ndo é suficientemente capaz de conferir a sensibilidade
ao frio. A sensibilidade ao frio também pode depender da expressdo de canais para K*
(GOLD & GEBHART, 2010).
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A dor nociceptiva deve ser controlada apenas em situacGes clinicas especificas, como
procedimentos cirdrgicos ou traumas, evitando que este sistema seja incapacitado. Dessa
forma, ocorre preservacdo da fungdo protetora e, consequentemente, preservacdo de
tecidos, caracterizando a dor nociceptiva como uma sensacao fisiologica vital (WOOLF,
2004). ;
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Figura 2. Dor nociceptiva. Adaptada de SCHOLZ & WOOLF (2002).

1.2.2. Dor inflamatoria

A dor inflamatdria ocorre devido a ativacdo e/ou sensibilizacao direta de nociceptores
induzida por mediadores inflamatérios (VADEH et al., 2016; WOOLF, 2004; SCHOLZ
& WOOLF, 2002). Esse tipo de dor influencia negativamente na qualidade de vida dos
pacientes, principalmente na realizacdo de atividades normais, em decorréncia da reducéo

do funcionamento e mobilidade da area acometida (COBOS et al., 2012).

Os danos teciduais sdo acompanhados pelo acumulo de mediadores liberados de
nociceptores ativados ou células ndo neurais que residem ou se infiltram na area afetada
como mastocitos, basofilos, plaguetas, macréfagos, neutrofilos e células endoteliais.
Esses mediadores séo de naturezas diversas e incluem aminas bioativas, prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos, bradicinina, substancia P, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), fator de crescimento neural (NGF) e citocinas como interleucina-13
(IL-1pB), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), entre outros
(VADEH et al., 2016; BASBAUM et al., 2009).
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Os nociceptores expressam um ou mais receptores de superficie celular capazes de
reconhecer e responder a esses mediadores. A interacdo dos mediadores inflamatorios
aumenta a excitabilidade dos nociceptores, gerando um aumento da sensibilidade a
estimulos térmicos ou mecanicos, por exemplo (BASBAUM et al.,2009). Os mediadores
inflamatorios também induzem mudangas pds-transducionais de nociceptores. Um
exemplo é o NGF, que pode aumentar a expressao do canal TRPV1 e, consequentemente,
a transducdo de estimulos nos nociceptores (VADEH et al., 2016). Além disso, 0s
mediadores também aumentam a excitabilidade e a sinalizacdo dos nociceptores por
aumentar a expressdo de canais para sodio voltagem dependentes, como Nav 1.7, Nav 1.8
e Nav 1.9 (VADEH et al., 2016; CHAHINE & O'LEARY, 2014).

Também ocorre um aumento da expressdo de COX-2 nos neurdnios da medula espinhal
apos inflamacdo periférica, decorrente da resposta gerada por citocinas de agdo sistémica
como IL-1B. Como resultado, ocorre aumento da producdo de PGE2 no sistema nervoso
central (SNC), o que poderia explicar o quadro hiperalgésico que ocorre em determinadas
situacOes inflamatorias (SAMAD et al., 2001).

1.2.3. Dor disfuncional

A dor disfuncional € uma designacédo relativamente nova, sendo classificada como um
tipo de dor cronica. As sindromes dolorosas disfuncionais englobam diversas doencas
que possuem em comum a auséncia de lesdo tecidual que justifique a sensacdo dolorosa.
Entre essas, destacam-se a fibromialgia, a sindrome do intestino irritavel, a doenca da
articulacdo temporomandibular, a cistite intersticial, a migranea e outras cefaleias
primarias (SPECIALI et al., 2016; NAGAKURA, 2015).

Atualmente, as prevaléncias de dores disfuncionais sdo razoavelmente altas, sendo de 2-
8% para fibromialgia, 7-21% para sindrome do intestino irritdvel e 0,05-0,5% para a
cistite intersticial/sindrome da bexiga dolorosa. A presenca dessas desordens reduz
significativamente a qualidade de vida dos pacientes (NAGAKURA, 2015).

Essas sindromes sdo causadas pelo mau funcionamento do aparelho somatossensorial e
ocorrem em situagBes em que ndo ha estimulo nocivo identificavel no sistema nervoso

(COSTIGAN et al., 2009). Entretanto, ainda ndo estdo bem elucidados as alteracOes
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neurogquimicas e 0s marcadores dessa condicdo dolorosa (NAGAKURA, 2015;
SPECIALI et al., 2016).

Em condicBes como fibromialgia, sindrome do intestino irritavel e cistite intersticial, a
dor esta relacionada com uma amplificacdo autdnoma de sinais nociceptivos no SNC,
juntamente com a alteracdo do processamento sensorial (COSTIGAN et al., 2009;
VADEH et al., 2016).

A farmacoterapia analgésica disponivel ndo proporciona alivio adequado da dor
disfuncional. Em parte, isso se deve a falta de compreensdo dos mecanismos bioldgicos
dessa condicédo dolorosa (NAGAKURA et al., 2015).

1.2.4. Dor neuropatica

A dor neuropética (DN) é a dor causada por lesdes ou doencas do sistema
somatossensorial, que é responsavel pela percepcdo de toque, pressdo, dor, temperatura,
vibracbes e movimentos (COLLOCA et al.,, 2017, MEACHAM et al.,, 2017). As
prevaléncias da DN na populacdo mundial variam de 6,9 a 10%, sendo mais comum em
mulheres e pacientes idosos (COLLOCA et al., 2017; POSSO et al., 2016; VAN HECKE
et al., 2014). As causas mais comuns da DN s&o as infeccOes pelo virus varicela-zoster,
lesGes dos nervos trigémeos, radiculopatia dolorosa, neuropatia diabética, infeccbes pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), amputac6es, hanseniase, esclerose multipla,
acidente vascular cerebral (AVC), deficiéncia de vitamina Bi2, cancer e quimioterapia
(COLLOCA et al., 2017; MEACHAM et al., 2017; ZILLIOX,2017).

Assim como outras condi¢des dolorosas cronicas, a DN também esta associada a varios
fatores que afetam negativamente a vida dos pacientes, como ansiedade, insénia, mau
humor e depressdo, ocasionando uma reducdo da qualidade de satde. Essa condicao
também implica em um aumento do nimero de prescri¢des medicamentosas e cuidados
dos profissionais da salde, resultados decorrentes de falhas da farmacoterapia
(COLLOCA et al., 2017; ZILLIOX, 2017).

Os sintomas da DN séo classificados em positivos e negativos. Os sintomas positivos
correspondem as sensagdes do tipo parestesias e disestesias, sendo dolorosas e,

geralmente, descritas como queimaduras, formigamentos ou picadas. Esses sintomas
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estdo associados a hiperalgesia, que € um aumento da dor apds contato com um estimulo
que normalmente provoca dor, e alodinia, que é a dor apds contato com um estimulo que
normalmente n&o provocaria a dor. Os sintomas negativos sao sensagdes do tipo anestesia
tatil, hipoestesia térmica e perda de sensacao vibratoria (ZILLIOX, 2017; NICKEL et al.,
2012). Geralmente, esses sintomas sdo descritos como desconfortaveis pelo paciente, mas
ndo dolorosos, e ocorrem devido a lesdo direta dos neurdnios sensoriais, gerando morte
celular e comprometimento da transducdo sensorial (HEHN et al., 2012; NICKEL et al.,
2012).

Ap6s lesodes das fibras C e fibras Ad, causadas por toxinas, medicamentos ¢ mediadores
inflamatorios, ocorre uma alteracdo da densidade dessas fibras e uma hiperexcitabilidade
neuronal, com mudanca da expressao génica e ativacao de uma resposta imunolégica. A
hiperexcitabilidade neuronal pode ser explicada pelo aumento da expressdo de isoformas
de canais para sodio voltagem dependentes do tipo Nav. Os canais Nav também sdo
expressos nos ganglios da raiz dorsal (DRG), originando potenciais de a¢do anormais ao
longo da via nociceptiva. Dessa forma, a alteracdo da expressao e distribuicdo dos canais
Nav nos neurdnios sensoriais € responsavel pela producdo de potenciais de acdo de
origem espontanea. Esse fendmeno é chamado de atividade ectdpica e explica o relato de
dor que ocorre na auséncia de qualquer estimulo externo. Esses canais sao ativados ap6s
a deteccdo de estimulos pelos receptores do tipo TRP (TRPA1/TRPV4 para estimulos
mecanicos, TRPAL/TRPMS8 para frio e TRPV1 para calor) (COLLOCA et al., 2017;
MEACHAM et al., 2017; GARCIA-LARREA, 2014; HEHN et al., 2012).

A hiperexcitabilidade periférica induz a sensibilizacdo de neurénios de segunda ordem na
regido do corno dorsal da medula espinhal ou tronco cerebral, ocasionando uma
estimulacgdo excitatoria central (NICKEL et al., 2012). O aumento da atividade dos canais
para Ca2* contribui significativamente para a liberagdo de neurotransmissores excitatorios
nos terminais das fibras nociceptivas. O glutamato, um desses neurotransmissores
envolvidos no processamento nociceptivo, interage com trés receptores: acido a-amino-
3-hidroxil-5-metil-4-isoxazelopropriénico (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) e o0s
receptores acoplados a proteina G (GARCIA-LARREA, 2014; NICKEL et al., 2012).

O diagnéstico preciso da DN ainda é um obstaculo, pois ndo existe um teste diagndstico

ou um sintoma especifico dessa condi¢do. Levam-se em consideracdo a historia prévia e
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0 exame fisico do paciente. Deve ser realizada uma avaliacdo clinica cuidadosa,
analisando a intensidade, a duracéo e a localiza¢do dos sintomas descritos pelos pacientes.
Geralmente, empregam-se testes sensoriais que avaliam diferentes modalidades como

toque leve, vibracdo, temperatura (ZILIOX, 2017).

1.2.4.1.Dor Neuropética induzida por quimioterapico

Um dos grandes problemas enfrentados por pacientes com céncer submetidos a
quimioterapia € a neuropatia periférica induzida por quimioterapico (NPIQ), geralmente
acompanhada de DN (SISIGNANO et al., 2014; PARK et al., 2013). Essa condicao afeta
cerca de 40% dos pacientes submetidos a quimioterapia, persistindo por anos apds o
tratamento (WOLF et al., 2008; PARK et al., 2013). Fatores como idade do paciente,
dose, duracdo da farmacoterapia, co-administracdo com outros agentes quimioterapicos e
condicdes patoldgicas pre-existentes, como diabetes, influenciam no desenvolvimento e
evolucdo da NPIQ (WOLF et al., 2008). A presenca dessa condicdo, além de diminuir
acentuadamente a qualidade de vida dos pacientes, limita a dose e a selecdo de farmacos
que serdo empregados na quimioterapia (PARK et al., 2013; CAROZZI et al., 2015;
SISIGNANO et al., 2014).

A dor neuropética induzida por quimioterapico (DNIQ) pode ocorrer apds o tratamento
com diversos farmacos antineoplasicos, como o0s compostos de platina (cisplatina,
carboplatina, oxaliplatina), taxanos (paclitaxel, docetaxel), alcaloides da vinca
(vincristina, vinblastina), talidomida e bortezomibe (CAROZZI et al., 2015;
SISIGNANO et al., 2014; PARK et al., 2013). Os sintomas mais frequentes sao dor
aguda, parestesias, disestesias e alodinia mecanica (SISIGNANO et al., 2014; WOLF et
al., 2008). As terminacdes de neurdnios sensoriais presentes nas extremidades das maos

e dos pés sdo inicialmente as mais afetadas (Fig. 3) (PARK et al., 2013).

A génese da DNIQ esta associada a neurotoxicidade dos quimioterapicos, normalmente
envolvendo estruturas como terminais de neurdnios sensoriais, DRG e medula espinhal
(Fig. 3) (CAROZZI et al., 2015; SISIGNANO et al., 2014; PARK et al., 2013). Os DRG,
devido a sua vulnerabilidade, parecem ser um dos principais alvos desses agentes
neurotoxicos, justificando o grande envolvimento sensorial em pacientes que apresentam

NPIQ (PARK et al., 2013). A quimioterapia ocasiona perda de terminais sensoriais,
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alteracdes de receptores de membrana e da sinalizacdo intracelular, o que resulta em
mudanga na excitabilidade e na neurotransmisséo (BOYETTE-DAVIS et al., 2015).

DRG Compostos de platina
Alcaloides de vinca
Taxanos

Talidomida

Medula Espinhal

Bortezomibe

| Alcaloides de vinca
\ W —\\— Taxanos
” Bortezomibe

Mitocdndria Taxanos

%ﬂ Bortezomibe

Oxaliplatina

Canais idnicos

sanguing,p%
m Talidomida

Alcaloides de vinca
Taxanos
Talidomida

Terminais nervosos

Figura 3. Representacao dos locais de acao de alguns agentes quimioterapicos no sistema
nervoso periférico. Adaptado de PARK et al. (2013).

1.2.4.2.Dor Neuropatica induzida por paclitaxel

Um dos principais farmacos antineoplasicos descritos na clinica como causadores de
DNIQ é o paclitaxel. Em um estudo realizado por Reyes-Gibby et al. (2009), de todos 0s
pacientes com cancer de mama submetidos a quimioterapia com paclitaxel, cerca de 64 %
apresentaram NPIQ e, entre esses, 27 % foram diagnosticados com DNIQ, afetando
negativamente a sua qualidade de vida. O paclitaxel é um agente antiproliferativo extraido
da planta Taxus brevifolia (WANI et al., 1971) e utilizado no tratamento de pacientes
com varios tipos de cancer como o de mama, pulmdo, cérebro e ovario. A acdo
antiproliferativa resulta da inibicdo da divisdo celular através da sua ligacdo a
microtibulos em crescimento (CAROZZI et al., 2015; MARUPUDI et al., 2007).
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Por ser um farmaco lipofilico, o paclitaxel apresenta ampla distribuicéo tecidual, além de
alta ligacdo as proteinas plasmaticas (88-98%) (MARUPUDI et al., 2007). Apo6s
administracdo intravenosa, o paclitaxel acumula-se em grandes concentra¢des nos DRG
e, em menores concentraces, Nno nervo isquiatico, na medula espinhal e em algumas
regides cerebrais (CAVALETTI et al., 2000). Esse fato justifica um dos principais efeitos
adversos relatados pelo paclitaxel que é a neurotoxicidade, que pode ocorrer em
decorréncia da interrupcdo da funcéo dos microtibulos neurais, 0 que pode resultar em
uma alteracdo do transporte axonal e, consequentemente, alteracdo da excitabilidade e
sobrevivéncia dos neurénios sensoriais (SISIGNANO et al., 2014). Os sintomas como
parestesias e perda de sensibilidade, aparecem inicialmente nos pés dos pacientes,
ocorrendo, posteriormente, nas médos, como resultado da degeneracdo de axonios distais
(CAROZZI et al., 2015). Apos a administracdo de paclitaxel, o pico de sensacao dolorosa
pode ocorrer em torno de trés a quatro dias (SISIGNANO et al., 2014).

Véarios mecanismos contribuem para a DN induzida pelo paclitaxel. Em um estudo com
pacientes em tratamento com paclitaxel, Dougherty et al. (2004) observaram que o
quimioterapico promove lesdo principalmente de fibras aferentes A e, em menor
extensdo, de fibras aferentes C. O tratamento também induzir uma degeneracdo axonal
grave (Fig. 4) em nervos sensoriais e, consequentemente, uma diminuigdo da densidade

axonal, com perda da integridade da mielina (CHEN et al., 2017).

O paclitaxel altera a estrutura e a permeabilidade de mitocondrias presentes nas fibras
nociceptivas. Isso acontece em decorréncia da abertura do poro de transicdo da
permeabilidade mitocondrial, ocasionando perda do potencial de membrana da
mitocondria. Consequentemente, aumenta-se a quantidade de espécies reativas de oxigénio
(ROS), liberagio de Ca®* e reducéo das concentragdes de trifosfato de adenosina (ATP).
Ocorre entdo, um fendmeno descrito como vacuolizagdo da mitocondria (Fig. 5), seguido
da perda da funcionalidade mitocondrial em ax6nios de neurénios sensoriais. Como as
mitocondrias sdo responsaveis pela regulacio intracelular de Ca?*, a alteracdo da sua
permeabilidade ¢, entdo, responsavel pelo aumento da propagacéo de sinais de Ca?* e
aumento da excitabilidade das fibras nociceptivas. A mitotoxicidade é uma das principais
causas do desenvolvimento da DN induzida pelo paclitaxel (CAROZZI et al., 2015;
SISIGNANO et al., 2014).
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A DN induzida pelo paclitaxel também esta associada a um aumento da expressédo das
subunidades 02/8 dos canais para Ca?* no corno dorsal da medula espinhal (XIAO et al.,
2007) e de canais para sodio do tipo Nav1.7 nos DRG (ZHANG & DOUGHERTY, 2014).

Controle Paclitaxel

Diametro do axénio <§ pm
Figura 4. Microscopia de transmissdo do nervo isquiatico de camundongos, mostrando a
degeneracdo axonal causada pelo tratamento com paclitaxel. A linha tracejada branca
mostra 0 axdnio e o circulo branco mostra a circunferéncia da mielina. Adaptado de
CHEN et al., 2017.

O aumento da producéo de ROS via danos mitocondriais pode sensibilizar os transdutores
do tipo TRP, como TRPA1 e TRPMS, aumentando a sensibilidade a estimulos diversos
(BOYETTE-DAVIS et al., 2015; SISIGNANO et al., 2014). Além disso, a administracdo
de antagonistas seletivos para TRPV1 (HARA et al., 2013) e TRPV4 (ALESSANDRI-
HABER et al., 2004; MATERAZZI et al., 2012) reduz a alodinia mecénica em animais
tratados com paclitaxel, indicando uma possivel participacdo desses transdutores na DN

induzida por esse quimioterapico.

O paclitaxel também diminui a expressdo de transportadores de glutamato na medula
espinhal, gerando maior acumulo desse neurotransmissor excitatorio no espago
extracelular e, consequentemente, hiperexcitabilidade neuronal (CATA et al., 2004).
Além disso, esse quimioterdpico ativa receptores NMDA no SNC, por meio de
fosforilacéo, levando a ativacdo da via glutamatérgica e posterior experiéncia dolorosa
(BOYETTE-DAVIS et al., 2015; SISIGNANO et al., 2014).
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Figura 5. Imagens de microscopia de transmissdo mostrando o processo de vacuoliza¢ao
(mitocdndrias atipicas) como consequéncia do tratamento com paclitaxel. Adaptado de
CHEN et al. 2017.

O tratamento com paclitaxel também pode ativar varios mecanismos inflamatdrios que estdo
envolvidos na génese da DN. Aumenta-se o0 numero de células de Langerhans nos DRG,
que liberam fatores neurotroficos e mediadores inflamatdrios diversos e induzem
hipersensibilizacdo de nociceptores. Ocorre acimulo e ativacéo de macrdfagos nos DRG,
além da ativacdo de células gliais, gerando maior liberacdo de citocinas inflamatorias,
principalmente IL-6, IL-1p ¢ TNF-a (CAROZZI et al., 2015; SISIGNANO et al.,2014).
O processo inflamatério induzido pelo paclitaxel geralmente se inicia entre quatro a sete
dias apos o tratamento e se mantém, justificando a cronificacdo da DNIQ (SISIGNANO
etal., 2014).

A inducéo da sensibilizacdo ap6s administracdo de paclitaxel em animais experimentais
tem sido demonstrada em diversos estudos (BRAGA et al, 2020; MORAIS et al., 2018;
CHEN et al., 2017; KO et al., 2014; AMI et al., 2012). Administrando doses intercaladas
de paclitaxel em quatro dias, gera-se sensibilizagéo das fibras nociceptivas, com alteracdo
do limiar nociceptivo a partir do segundo dia ap6s a administracdo da primeira dose desse
agente quimioterapico, com a presenca de alodinia mecénica e fria e hiperalgesia térmica,
sendo que a sensibilizagdo pode persistir por 35 dias (BRAGA et al, 2020; MORAIS et al.,
2018; POLOMANO et al., 2000). Este modelo € util na compreensdo da fisiopatologia



32

da DN induzida pelo paclitaxel e na busca de novas farmacoterapias que possam diminuir
a neurotoxicidade que ocorre durante o tratamento com esse agente quimioterapico e

melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

O manejo da DNPIQ ainda é visto como um obstaculo para a area clinica, devido a falta
de farmacos que previnem ou aliviam essa condicdo dolorosa de forma efetiva
(HERSHMAN et al., 2014; SISIGNANO et al., 2014). Por isso, hd necessidade do
desenvolvimento de pesquisas pré-clinicas e clinicas visando a identificacdo de
farmacoterapia analgésica como novos mecanismos de acdo que contribuam para a
diminuicdo da ocorréncia dessa condi¢do clinica e a melhora da qualidade de vida dos

pacientes.

1.3. Farmacoterapia da Dor e Inflamagéo

Apesar da dor e a inflamag&o serem processos que geralmente sdo benéficos e protetores
ao organismo, em determinadas condigdes clinicas se faz necessario uma intervencao
farmacoldgica para o controle desses processos. Atualmente sdo disponiveis diversas
classes farmacoldgicas como anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES), anti-
inflamatorios esteroides (AIES) e analgésicos opioides e ndo-opioides. A farmacoterapia
com esses farmacos objetiva reduzir o processo inflamatério seja por inibicdo da
producdo, liberacdo e/ou acdo dos mediadores inflamatérios reduzindo o edema tecidual
e/ou a reducdo das experiéncias dolorosas, propiciando uma melhor qualidade de vida ao

paciente.

Os AINEs sdo os farmacos mais prescritos mundialmente para o tratamento de dor e
inflamacdo, representando em torno de 5-10% de todas prescricdes médicas.
Aproximadamente 35 milhdes de pessoas fazem uso diario de AINEs, sendo uma das
classes medicamentosas mais comumente associadas ao aparecimento de reacoes
adversas. Alem disso eles séo os principais farmacos utilizados em automedicacéo, o que
proporciona um aumento dos riscos de complicacOes e intoxicagdes medicamentosas. O
uso desses farmacos sem receita € em torno de sete vezes maior do que a utilizacéo deles
com prescrigdo e orientagdo de um profissional de saude. Outro fator preocupante é a
utilizacdo desses farmacos na populacéo idosa. Estima-se que 96% dos idosos fazem uso

de AINEs para o controle de condicdes inflamatdrias e dolorosas, aumentando- se ainda
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mais o risco em torno da seguranca desses farmacos (FOKUNANG et al., 2018;
WONGRAKPANICH et al., 2018).

Sao exemplos de farmacos pertencentes a essa classe: o0 acido acetilsalicilico, diclofenaco,
ibuprofeno, naproxeno e os coxibes. O mecanismo de acdo dos AINEs ocorre pela
inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX), resultando em uma diminuicdo da formacao
de prostaglandinas e tromboxanos, reduzindo o processo inflamatorio. A diminuicdo da
producdo de prostaglaninas, particularmente a PGE2 e PGl», resulta em uma menor
sensibilizacdo dos nociceptores aos mediadores inflamatdrios, como bradicinina e
serotonina (WALTERS et al., 2016; HARIRFOROOSH et al., 2013; MONTEIRO et al.,
2008). A enzima COX ¢ classificada em duas isoformas: a COX 1, que é expressa
constitutivamente nos tecidos, e a COX-2, que € produzida em periodos de estresse e
inflamacéo. Vale ressaltar que a COX-2 também parece ser constitutiva em alguns 6rgaos,
como os rins, e também no endotélio. Dessa forma, os AINEs podem ser classificados de
acordo com sua afinidade pelas isoformas de COX: aqueles com maior afinidade pela
COX-2 e aqueles que interagem com ambas as isoformas de forma semelhante. A inibigé&o
da COX-1, resulta na grande maioria das reacGes adversas dos AINESs néo seletivos como
distdrbios gastrointestinais, reducdo do fluxo renal, distdrbios hemorréagicos e eventos
cardiogénicos (HARIRFOROOSH et al., 2013).

N

resulta em inibicdo da formacdo de PGE: e, consequentemente, diminuicdo da dor e
inflamacédo. O desenvolvimento de farmacos com maior afinidade para a COX-2, como
0s coxibes (rofecoxibe, celecoxibe e valdecoxibe) baseou-se no direcionamento da
farmacoterapia para reducédo da inflamacéo sem reagdes adversas gastrointestinais. No
entanto, o emprego desses farmacos resulta em aumento do risco de ocorréncia de eventos
cardiovasculares graves, como acidente vascular cerebral e infarto agudo do miocérdio.
Esse risco é justificado pela inibicdo da sintese de PGI2 no endotélio vascular, associada
a manutencédo da producédo de tromboxano Az pelas plaquetas, gerando risco de eventos
tromboembdlicos. Além disso, a inibi¢do da COX-2, resulta em reducéo do fluxo renal e,
consequentemente, da taxa de filtragdo glomerular, bem como aumento da producdo de

aldosterona. Esses eventos resultam, portanto, em elevacdo da presséo arterial,
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contribuindo para a ocorréncia de eventos cardiovasculares (GROSSER et al., 2017;
PIRLAMARLA & BOND, 2016; SHI & KLOTZ, 2008)

Recentemente tém-se postulado que esses eventos cardiovasculares ndo estdo associados
somente aos inibidores seletivos da COX-2 mas também a AINEs ndo seletivos como
naproxeno e ibuprofeno. O diclofenaco é um AINE que apresenta riscos cardiovasculares
elevados tdo quanto aos farmacos da classe coxibes, provavelmente em decorréncia da
sua elevada afinidade pela isoforma COX-2 (GROSSER et al., 2017 PIRLAMARLA &
BOND, 2016). Solomono et. al. (2017) avaliaram o risco cardiovascular do naproxeno
(> 750mg/ dia) e o ibuprofeno (> 1200 mg/dia) em um estudo clinico randomizado
conduzido com 24.081 pacientes com osteoartrite ou artrite reumatica. Eles observaram
que os pacientes em uso de naproxeno ou ibuprofeno apresentaram risco
significativamente maior de toxicidade do que aqueles em uso de celecoxibe. E
possivelmente esse risco torna-se elevado desde a primeira semana de tratamento com
esses farmacos e aumenta-se com o prolongamento da farmacoterapia (BALLY et al.
2017). Esses achados sdo extremamente preocupantes, tendo em vista o uso irracional

desses medicamentos pela populacdo em geral.

Outra classe farmacoldgica bastante utilizada, principalmente no tratamento de doengas
inflamatorias cronicas e autoimunes, sdo os AIEs como a hidrocortisona, prednisolona e
dexametasona. Esses farmacos sdo analogos sintéticos do horménio cortisol produzido
pelo cortex adrenal. A maioria das acGes anti-inflamatdrias e imunossupressoras dos AIES
sdo atribuiveis, direta ou indiretamente, a sua interacdo com o receptor citosélico de
glicocorticoide, que altera a transcricdo de diversos genes, atingindo diversos alvos
farmacoldgicos como células do sistema imune. O mecanismo de acdo dessa classe ocorre
por meio da inibicdo fatores de transcricdo génica, como o NF-kB, responsavel pela
sintese de mediadores inflamatorios (HARDY et al., 2020; KANAZAWA et al., 2016;
LIU et al., 2013; SONG et al., 2005). Podem ainda inibir a transcricdo dos genes
responsaveis pela sintese da COX-2, citocinas inflamatérias e moléculas de adesdo
celular. A toxicidade associada aos AIEs esta relacionada a dose cumulativa e a duragéo
do uso desses farmacos. Os efeitos adversos relacionados possuem relagdo com suas
acOes metabolicas e imunossupressoras podendo resultar em condic¢des clinicas como

hipertensdo arterial sisttmica, miopatia, dislipidemia, hiperglicemia, osteoporose e
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fraturas, distarbios gastrointestinais e dermatolégicos. (HARDY et al., 2020; LIU et al.,
2013; FARDET et al., 2007).

Os analgésicos ndo-opioides como paracetamol e dipirona e os opioides (morfina,
codeiana, tramadol e fentanila) também sdo amplamente utilizados no manejo de
condicBes dolorosas. O paracetamol € um dos medicamentos de venda livre mais
comumente utilizados no mundo. Em sua faixa terapéutica € bem tolerado, apresentando
baixa incidéncia de efeitos adversos. Mas um dos grandes problemas relacionados ao seu
uso é hepatotoxicidade, que ocorre em decorréncia da producdo do metabolito toxico n-
acetil-p-benzoquinona, uma substéancia altamente reativa que normalmente se combina
com a glutationa gerando substancias inativas. Com o aumento da dose de paracetamol
e/ou diminuicdo da producdo de glutationa como acontece em situacdes como pacientes
portadores do virus HIV, desnutricdo ou alcoolismo, a n-acetil-p-benzoquinona se liga as
proteinas hepaticas, resultando em lesdo hepéatica (SCHUG et al., 2003). Ja 0 uso
terapéutico da dipirona ainda € controverso em diversos protocolos clinicos e diretrizes
terapéuticas no mundo. Em muitos paises o0 seu uso é proibido, em outros ocorre somente
mediante a apresentacdo de prescricdo médica e em paises como Brasil, China e México
a sua comercializagdo nao requer receituario (LUTZ, 2019). Em um estudo observacional
realizado no Brasil entre 2013 e 2014, observou-se que a dipirona é o principal farmaco
associado a automedicacdo (DAL PIZZOL et al.,, 2019). A preocupacdo com a
automedicacdo € justificada em decorréncia de relatos de agranulocitose associada ao uso
de dipirona, 0 que representa risco ao usuario. Em estudo realizado na Europa, concluiu-
se que pode ocorrer um caso de agranulocitose por pelo menos 1439 prescri¢cdes de
dipirona e seu aparecimento independe da dose ou via de administracdo (LUTZ, 2019;
HEDENMALM & SPIGSET, 2002).

O uso de farmacos analgésicos opioides como codeina e tramadol (opiodes fracos) ou
morfina e oxicodona (opioides fortes) sdo indicados em quadros de dor intermediaria a
intensa que ndo sdo aliviadas pelos analgésicos ndo opioides (COLUZZI et al., 2016). O
tramadol e o tapentadol sdo analgésicos opioides de baixa eficacia, podendo ser
considerados como a segunda alternativa para o manejo da DN por apresentarem melhor
perfil de seguranca quando comparados a analgésicos opioides de elevada eficacia. Esses
farmacos agem como agonistas de receptores | opioides e inibem a recaptagcdo de

serotonina e norepinefrina, exercendo, dessa forma, seus efeitos analgesicos
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(MCCARBERG et al., 2017; ZILLIOX, 2017). O uso de analgésicos opioides de alta
eficacia, como morfina e oxicodona, ainda é controverso, pois esses farmacos apresentam
perfil de seguranga inferior, sendo considerados como terceira alternativa no manejo da
DN (COLLOCA et al., 2017; MCCARBERG et al., 2017; ZILLIOX, 2017). Terapias
prolongadas com esses analgésicos podem gerar maior grau de dependéncia quimica e
ocorréncia de efeitos adversos como nauseas, voémitos, constipacdo, sedacdo, retencéo
urinéria, hipotenséo e depressdo respiratdria, que estdo associados & descontinuagdo do
tratamento (MCCARBERG et al., 2017; ZILLIOX, 2017; GILRON et al, 2015). Esses
efeitos restringem a utilizacdo desses farmacos na pratica clinica, necessitando de um
monitoramento farmacoterapéutico ao longo do tratamento da condi¢do dolorosa
(COLUZZI et al., 2016; SCHUG et al., 2003).

Atualmente tém-se explorado a pesquisa e utilizacdo de biofarmacos, como os anticorpos
monoclonais para o tratamento de doencas inflamatorias cronicas e autoimunes. Os
anticorpos monoclonais (mAb) representam um grande avanco da medicina para o
controle de doencas inflamatdrias crénicas, doencas infecciosas e cancer. 1sso ocorre
devido sua alta especificidade e afinidade pelo local de acdo, resultando em menores
efeitos fora do alvo farmacolégico. Outra vantagem do uso desses farmacos € a longa
meia-vida sérica que eles apresentam, em torno de 2 a 4 semanas, permitindo a
diminuicdo da frequéncia de administracdo. Um dos principais mecanismos dos mAc
para o tratamento de quadros inflamatdrios é o blogueio de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a. No mercado ja estdo disponiveis os farmacos
adalimumabe e infliximabe (anti-TNF- «), tocilizumabe e siltuximabe (anti-1L-6) e
rituximabe (anti-CD20), ambos aprovados pelo Food and Drug Admnistration (FDA)
para o tratamento de doencas inflamatorias crénicas como artrite reumatoide e doenca de
Crohn (CASTELLI et al., 2019; RYMAN & MEIBOHM, 2017; SHEPARD et al., 2017;
HANSEL et al., 2010).

Além da série de beneficios que os mAbs oferecem para o controle clinico de diversas
doencgas inflamatdrias, eles também apresentam diversos efeitos adversos que estdo
relacionados ao alvo ou mecanismo de acdo. Em decorréncia da sua alta especificidade,
a toxicidade do mAc ocorre principalmente em funcéo da inibicdo exagerada do alvo
farmacologico. A ocorréncia de efeitos fora do local de agdo normalmente é rara e vai

depender do papel que o alvo terapéutico desempenha nos processos fisioldgicos do
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organismo. Geralmente esses farmacos apresentam problemas de seguranca que se
relacionam & imunomodulagdo e a um aumento de desenvolvimento/ agravamento de
quadros infecciosos (CASTELLI et al., 2019; SHEPARD et al., 2017; HANSEL et al.,
2010)

Cabe salientar a dificuldade do manejo farmacoterapico para condi¢des dolorosas
especificas como é o caso da DN. Em geral, o manejo da DN é voltado apenas para o
alivio sintomatico, sendo utilizados farmacos antiepilépticos ou antidepressivos como
primeira alternativa (COLLOCA et al., 2017; PESSOA et al., 2015; SISIGNANO et al.,
2014). Na prética clinica, ocorre um alivio parcial (40-50%) da dor ap6s a utilizacdo
desses farmacos (PESSOA et al., 2015). Os antidepressivos mais utilizados sdo 0s
triciclicos (amitriptilina e nortriptilina) e os inibidores da recaptacdo de
serotonina/noradrenalina (principalmente, duloxetina e venlafaxina) (COLLOCA et al.,
2017; MCCARBERG et al., 2017; ZILLIOX, 2017). O emprego desses farmacos para o
alivio da dor baseia-se principalmente na agdo sobre os controles inibitorios descendentes
(vias noradrenérgica e serotoninérgica) por meio do aumento da disponibilidade de
noradrenalina e/ou serotonina (COLLOCA et al., 2017; ZILLIOX, 2017; GILRON et al,
2015). Além de induzir a analgesia, os antidepressivos fornecem outros beneficios, como
o tratamento de sintomas secundarios como a depressao, frequentemente associada a DN
(GILRON et al, 2015).

Em um estudo randomizado, duplo-cego, realizado por Kautio et al., (2009), demonstrou
que a amitriptilina apresentou baixa eficacia na reversdo dos sintomas associados a DN
em pacientes submetidos a quimioterapia com alcaloides da vinca, derivados da platina
ou taxanos. No estudo de fase Ill, realizado por Hammack et al. (2002), a nortriptilina
também apresentou baixa eficacia no alivio da DN induzida por cisdiaminodicloroplatina.
Por outro lado, a duloxetina mostrou-se eficaz (em torno de 59%) no manejo da DN em
pacientes submetidos a quimioterapia com paclitaxel ou oxaliplatina (SMITH et al.,
2013). Em pacientes submetidos a quimioterapia com oxaliplatina, a neurotoxicidade
sensorial foi reduzida em torno de 39% nos pacientes que foram tratatos com venlafaxina
(DURAND et al., 2012).

Os anticonvulsivantes mais indicados para o manejo da DN sdo a gabapentina (analogo

do acido y-aminobutirico-GABA) e a pregabalina. Os mecanismos de agdo que
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contribuem para os efeitos analgésicos induzidos pelos dois farmacos sdo semelhantes,
envolvendo a interagdo com a subunidade 020 dos canais para Ca2+ voltagem
dependentes, levando a uma diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores excitatorios
(COLLOCA et al., 2017; ZILLIOX, 2017; PACHMAN et al., 2011). A afinidade da
pregabalina pela subunidade 028 dos canais para Ca * pré-sinapticos é superior quando
comparada aquela da gabapentina (ZILLIOX, 2017). A gabapentina é eficaz no manejo
de diversas sindromes que desencadeiam DN como neuropatia diabética, infec¢des por
virus varicela-zoster e sindrome do membro fantasma (WOLF et al., 2008). Em
contrapartida, esse farmaco € ineficaz no manejo da NP em pacientes submetidos a
quimioterapia com taxanos, derivados da platina e alcaloides da vinca, como foi relatado
no estudo de fase Ill desenvolvido por Rao et al. (2007). A pregabalina tem aprovacao
pela Food and Drug Administration para o alivio de quadros dolorosos associados a
condi¢cdes como neuropatia diabética, infeccdes pelo virus varicela-zoster e fibromialgia
(PACHMAN et al., 2011). Esse farmaco alivia parcialmente a DN causada pela
oxaliplatina em pacientes com cancer gastrointestinal (SAIF et al., 2010).

Vale ressaltar que quando sdo combinadas terapias analgésicas visando ao alivio da DN,
deve-se levar em consideragdo a dose de cada farmaco e a tolerabilidade de cada paciente
aos efeitos adversos (COLLOCA et al.,, 2017). A terapia analgésica combinada
geralmente ndo é recomendada durante 0 manejo da DNIQ, condicdo na qual deve ser
empregada a monoterapia, a fim de evitar reatividades cruzadas entre os farmacos e,
consequentemente, diminuigdo da efetividade da quimioterapia (SISIGNANO et al.,
2014).

Por mais que maioria dos farmacos utilizados para tratamento de pacientes com condi¢bes
dolorosas e inflamatdrias sejam eficazes, a farmacoterapia da dor e inflamacdo ainda
apresenta limitacOes, principalmente envolvendo a seguranca desses farmacos. Além
disso, a farmacoterapia atualmente disponivel ndo proporciona um manejo eficaz de
condigdes dolorosas como a DN, tornando-se limitada em termos de efetividade de
farmacos disponiveis (BASTOS & COELHO, 2013). Dessa forma, tomando como base
as reacOes adversas apresentadas pelos farmacos atualmente disponiveis no mercado, a
heterogeneidade e alta incidéncia das condigdes clinicas dolorosas e inflamatdrias, se faz
necessario a busca por novas alternativas farmacoldgicas com a perspectiva da descoberta

de farmacos analgésicos e anti-inflamatdrios mais eficazes e seguros.
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1.4. Papel fisiolégico do NO

O oxido nitrico (NO) é uma molécula simples que exerce varias funcdes fisiologicas. E
um mediador presente em quase todas as células, podendo exercer diferentes funcdes
como controle do ténus vascular, neurotransmissdo, inducdo da expressao génica de
fatores de transcricdo, regulacdo da funcdo imunoldgica e apoptose celular. O NO
enddgeno é sintetizado a partir da L-arginina pelas enzimas 6xido nitrico sintase (NOS).
Existem 3 isoformas da NOS: a forma constitutiva neuronal (nNOS, presente em tecidos
neurais, neutrofilos e musculo esquelético), a isoforma induzivel (iNOS, presente em
varios tipos de células apds estimulos inflamatdrios) e a isoforma constitutiva endotelial
(eNOS, presente em células cardiacas, neurbnios e plaquetas). A principal sinalizacdo
mediada pelo NO ocorre por meio da ativacdo da enzima citosélica guanilato ciclase,
resultando na formacao do GMP ciclico (cGMP). Apds sua formacédo, o0 cGMP participa
de varias vias intracelulares importantes para a regulacdo celular. (KORHONEN et al.,
2005; GUZIK et al., 2003).

O NO formado pela eNOS é responsavel por manter baixo o ténus vascular e evitar a
adesdo de leucocitéria e plaquetaria na parede vascular. J& o NO formado por nNOS atua
como um neuromediador em neurdnios centrais e em terminac6es nervosas periféricas
ndo adrenérgicas e ndo colinérgicas (NANC). As atividades desempenhadas pela nNOS
e a eNOS sdo dependentes Ca?*, diferentemente da iNOS. O NO formado pela iNOS em
macréfagos e mondcitos desempenha papéis multiplos na resposta inflamatéria. A
inducéo da iNOS pode ser iniciada por citocinas inflamatérias como o IFN-y, TNF-o ou
IL-1B. Dessa forma, iINOS torna-se um alvo atrativo para alguns farmacos como
glicocorticosteroides e citocinas, como IL 10, que conseguem inibir a sua inducao,

resultando em acdo anti-inflamatéria (GUZIK et al., 2003).

O conhecimento do papel fisiolégico do NO permitiu que varias linhas de pesquisa
estudassem a modulagéo dessas atividades, por meio do aumento da sua disponibilizagéo
ou da sua inibi¢do. A inibicdo da producdo de NO pode contribuir para a diminui¢do da
inflamacdo. Essa molécula esta envolvida na imunidade inata como um agente citotoxico
como ocorre em processos infecciosos e também esta presente em concentragdes
significativas nos tecidos de pacientes com condic¢des inflamatorias cronicas como artrite

reumatoide. Assim, o desenvolvimento de inibidores seletivos para a enzima NOS,
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particularmente iNOS, € baseado na diminuicdo das ac¢Ges inflamatorias mediadas pelo
NO, consequentemente, atenuacdo dos sinais e sintomas da inflamagédo (NAGY et al.,
2007; KORHONEN et al., 2005; GUZIK et al.,, 2003; COLEMAN, 2001). Em
contrapartida outras linhas de pesquisa estdo voltadas para o desenvolvimento de
farmacos que possibilitem o aumento da disponibilizacdo dessa molécula com foco anti-
inflamatdrio e analgésico (GOMES et al., 2020; CURY et al, 2011.)

Cabe mencionar que o NO consegue apresentar atividades opostas, que podem ser
dependentes da sua concentracao local, da sua reatividade com as outras moléculas e do
seu local de acdo (COLEMAN, 2001). Assim o NO pode induzir efeitos como a
facilitacdo ou inibicdo do processamento periférico da resposta nociceptiva (HANCOCK
etal., 2008; PRADO et al., 2002; DUARTE et al., 1992; DUARTE & FERREIRA, 1992),
efeitos inflamatdrios ou anti-inflamatorios em modelos experimentais (ABRAMSON et
al., 2008; KORHONEN et al., 2005; COLEMAN et al., 2001).

O papel da sinalizacdo do NO na modulacdo dor tem sido extensivamente investigado
(GOMES et al., 2020; CURY et al, 2011). Um possivel mecanismo que explica a
atividade antinociceptiva do NO seria a ativagdo da via de sinalizacdo fosfatidilinositol
3-quinase (PI3K) / proteina quinase B (AKT). A PI3K é uma familia de quinases, onde
a isoforma PI3Ky pode ser ativada por diversas substancias como os opidides, adenosina
e canabinoides (Fig. 6). Ocorre entdo a regulacdo da via de sinalizacdo NNOS/NO e
posterior aumento na producdo de GMPc. O GMPc aumenta a concentracdo de proteina
quinase G (PKG) que gera a ativacdo de canais de potassio, permitindo o efluxo desse ion
e consequentemente hiperpolarizacéo e diminuicdo da excitabilidade neuronal periférica
(GOMES et al., 2020).
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Figura 6. Modulagéo do processamento nociceptivo pelo NO. Adaptado GOMES et al.
(2020).

Duarte et al. (1990) demonstraram que a ACh diminui a hiperalgesia inflamatéria
induzida por PGE_, e que esse efeito é bloqueado quando ocorre a administracdo de NG-
Monometil-L-arginina (L-NMMA), um inibidor da NOS, confirmando a participacéo da
via NO/GMPc na analgesia induzida por ACh. Outros mecanismos parecem mediar o
efeito antinociceptivo do NO. O NO por meio de uma reacgdo de S-nitrosilacdo, processo
ndo enzimatico, promove a ativacdo de canais de K* sensiveis a ATP (KAWANO et al.,
2009). Ele também pode reduzir a liberacdo de glutamato, neurotransmissor excitatorio,
pela S-nitrosilacéo de canais de Ca?* voltagem dependentes (LU et al., 2011; XIAO-GAO
et al.,, 2011). A participacdo da ativacdo de canais de K* sensiveis a ATP como
mecanismo analgésico do NO tem sido amplamente discutido e demonstrado em modelos
experimentais, a exemplo de alguns farmacos como a morfina (GOMES et al., 2020).
Também existem evidéncias que o NO pode agir no controle inibitério descendente da
dor, participando da via noradrenérgica e colinérgica, responsaveis pela antinocicepgéo
no corno dorsal da medula espinhal (CURY et al, 2011). Tegeder et al. (2002) avaliaram
os efeitos da administracdo intratecal do analago de GMPc, o 8-bromo-GMPc, em um
ensaio de formalina em ratos. Os autores observaram que em baixas doses o analago

exercia um efeito antinociceptivo enquanto doses elevadas geraram hiperalgesia.
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O NO pode exercer importantes sinais na regulacdo da resposta imune, como a inibigéo
do NF-kB (MATTHEWS et al., 1996), resultando em uma diminui¢cdo na sintese de
mediadores inflamatorios. Dessa forma, o NO consegue diminuir a producgdo citocinas
inflamatdrias como TNF-a que possuem papel fundamental na resposta inflamatoria
(THOMASSEN et al., 1997). Ele também diminui a degranulacao e a formacéo de fatores
quimiotéticos e de espécies reativas em neutréfilos ativados, contribuindo para uma
menor atuacdo dessas células na resposta inflamatoria (CLANCY et al., 1998;
MOILANEN et al., 1993). Além disso, outra acdo do NO seria a a dimininui¢do do
recrutamento dessas células leucocitarias para o foco inflamatério por meio da
diminuicdo do rolamento e da adesdo no endotélio vascular e da inibi¢cdo da producdo das
moléculas de adesdo (DAL SECCO et al. 2006; XU et al. 2013).

Tendo em vista a vasta atividade bioldgica apresentada pela molécula NO, torna-se
atrativo a busca de pesquisas que utilizem a sua via de sinalizacdo para o desenvolvimento
de potenciais farmacos analgésicos e anti-inflamatérios. Uma das desvantagens do
emprego da terapia com NO seria 0 tempo de meia-vida muito curta dessa molécula
limitando a sua aplicacdo clinica como farmacoterapia para condi¢fes dolorosas e
inflamatorias (GOMES et al., 2020). Dessa forma, o desenvolvimento de farmacos que
liberem a molécula NO (doadores de NO) poderiam ser uma alternativa, pois estes
poderiam atuar mais efetivamente por conta de uma meia vida mais longa, implicando

em um maior sucesso terapéutico.

1.5.Doadores de NO

Diversos compostos doadores de NO ja foram investigados em diferentes condicdes
dolorosas e inflamat6rias experimentais e podem representar uma alternativa
farmacoterapéutica eficaz neste contexto (Tabela 1). J& foi demonstrado que o
nitroprussiato de sodio, farmaco doador de NO, amplamente empregado na clinica para
o tratamento de condi¢des cardiovasculares, inibe a hiperalgesia inflamatoria induzida
por PGE> de maneira dose-dependente (GOMES et al., 2020). Da mesma forma uma
Unica administracdo de gel de nitroglicerina reduziu o edema e a hiperalgesia induzida
por PGE, (FERREIRA et al., 1992).

Farmacos analgésicos opioides como a morfina também podem agir por ativagdo da via
de sinalizacdo do NO (CUNHA et al.,, 2010; RODRIGUES & DUARTE, 2000;
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FERREIRA et al., 1991). A morfina aumenta a producdo de NO nas terminacles
neuronais, principalmente pela agdo da enzima nNOS, justificando sua atividade
analgésica na periferia (CUNHA et al., 2010). A via NO/cGMP também parece
desempenhar um papel fundamental no efeito analgésico de analgésicos ndo opioides
como a dipirona. O uso de inibidores seletivos da nNOS diminuiram a atividade
antinociceptiva mediada pela dipirona (ROMERO et al., 2011). Assim com 0 aumento
do cGMP ocorre abertura dos canais de K* sensiveis ATP por estimulacéo da PKG (Fig.
6) (SACHS et al., 2004). Essa via de sinalizacdo tambeém parece estar associada com a
atividade antinociceptiva do diclofenaco (ALVES et al., 2004).

Varios farmacos pertencentes a classe dos AINEs e AIEs foram modificados
estruturalmente por meio do acoplamento de grupamentos doadores de NO. Entre os
farmacos acoplados a doadores de NO podem ser mencionados o &cido acetilsalicilico
(FIORUCCI et al., 2000; TURNBULL et al.,, 2008), o paracetamol (ROMERO-
SANDOVAL et al., 2002), o naproxeno (YOUNG et al., 2005) e a prednisolona (PAUL-
CLARK et al., 2009). Essa estratégia levou ao desenvolvimento de novos compostos com
melhores perfis de seguranca e eficacia em ensaios pré-clinicos. Além disso, o0 uso de
acido nicotinico na forma de nicorandil (DUTRA et al., 2013) e compostos de ftalimida
(GODIN et al., 2015; GODIN et al., 2017), que liberam também liberam NO, mostraram

eficacia em modelos experimentais de inflamacéo e dor.

Outra classe amplamente utilizada na préatica clinica que também depende da sinalizacao
do NO sdo as estatinas. Paralelamente aos seus efeitos na sintese de colesterol, as estatinas
também aumentam a disponibilidade de NO por meio da eNOS, explicando seu beneficio
no tratamento das doencas cardiovasculares (GORABI et al., 2019). A artovastatina
apresenta atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria em modelos de hiperalgesia
induzida por PGE:; e de artrite (BARSANTE et al., 2005), onde possivelmente parte dos
seus efeitos ocorrem pela disponibilizacio do NO (SANTODOMINGO-GARZON et al.,
2006). Abacioglu et al., (2001) demonstraram que a modulagdo NO/cGMP contribuiu
para antinocicepg¢do induzida pela pirodoxina. A ativacéo da via NO parece ser também
ativada por préticas terapéuticas alternativas como a eletroacumputura (GOMES et al.,
2020).
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White et al., 2009 conduziu um estudo clinico com 916 pacientes com osteortrite durante
13 semanas de tratamento naproxcinod (naproxeno doador de NO, 1500 mg/dia),
naproxeno (1000 mg/dia) ou placebo. Eles observaram que o naproxcinod ndo induziu
elevacdes da pressdo arterial (PA), que foram observadas com o tratamento com
naproxeno, e teve efeitos semelhantes sobre a PA quando comparados ao grupo placebo.
Este mesmo farmaco mostrou eficcia semelhante a apresentada pelo rofecoxibe no
tratamento de pacientes com osteoartite, e também mostrando seguranga cardiovascular
superior ao farmaco seletivo da COX-2 (KARLSSON et al., 2009). Um outro farmaco
doador de NO (AZD3582) analago do naproxeno, também apresentou uma melhora
clinica nos efeitos adversos gastrointestinais associados ao naproxeno em terapia isolada
(HAWKEY et al., 2003). Esses achados clinicos reforcam a melhora do perfil de
seguranca apresentados por farmacos doadores de NO em estudos pré-clinicos, quando

comparados aos seus percussores AINES.

Tabela 1. Estudos que investigaram a atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria de

doadores de NO, modificados estruturalmente, em modelos experimentais.

Estudo Modelo Droga, dose Possiveis Resultado

(mg/Kg) e vias mecanismos
de

Administracdo

Al-Swayeh et al., Nocicepgdo induzida NO-aspirina 2,5 Reducéo da formacdo do edema
20002 por formalina e dor -50 mg kg, i.p de pata e reducdo da dor
inflamatédria induzida ou 2,5 - 100 - nociceptiva

por Carragenina mg/Kg, p.o

Formalina
Al-Swayeh et al.,, Dor inflamtoria NO- Reducdo da formagéo do edema
2000b induzida por paracetamol 2,5 de pata e redugdo da alodinid
Carragenina -50 mg kg, i.p - mecanica
ou2,5-100
mg/Kg, p.o

Fiorucci et al., 2000 Hepatite induzida  NO-aspirina  Redugdo da Redugéo das lesdes hepaticas
por con A 18-100 mg/Kg producdo de

citocinas
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elo) injecdo de CFA

hidrazino)

(hidroxinitroso-

Romero-Sandoval Estimulacéo elétrica NO- Reducéo da estimulagéo nociva
et al., 2002 e mecanica paracetamol -
15 -480
umol/Kg, i.v
Romero-Sandoval Injecdo intrarticular NO- Reducéo da dor inflamatoria
et al., 2003 de Carragenina paracetamol -
15-960
umol/Kg, i.v
Turnbull et al., Cultivo de NO-aspirina Inibicdo da  Redugdo de TNFa
2008 macréfagos com LPS ativacdo de NF-
B
Paul-Clark et al., Peritonite induzida NO- Reducdo de Reducéo dos processos
2009 por zymozan predinisolona migracdo  inflamatdrios
13,8 umol/Kg  neutrofilica
p.o.
Herveraet al., Dor inflamtériapor NO 2.2 '- Aumento da Reducdo da dor inflamatorial

antinocicepgéo cronica

via 6-opioide

Godin et. al., 2015 Nocicepgéo induzida Nitrato de 2-
por formalina e dor  ftalimidetila

inflamatdria induzida 500 e 750 mg /

Mecanismos Reducéo da dor nociceptiva e do
opioidérgicos e edema de pata

canabinoideérgic

por Carragenina kg p.o 0S
Formalina
Godin et. al., 2017 Dor inflamtéria por  Nitrato de 2-  Reducdo da Reducéo da alodinia mecéanica
injecdo de mBSA  ftalimidetila ~ producédo de
500e 750 mg/  citocinas
kg p.o
Wu et al., 2020 Alodinia mecénica NO- Reducdo de Reducdo da alodinia mecénica
por lesdo da medula . )
espinhal/ CCI gabapentina TNF-a
28-280
umol/Kg, i.p

CCl: constri¢éo cronica de nervo isquidtico

CFA: administracéo i.pl. de adjuvante completo de Freund (CFA)
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conA: Concanavalina A

mBSA: injecdo intra-articular de albumina sérica bovina metilada (MBSA)

1.6.Composto acido 4-((nitrooxi) metil)-3-nitrobenzoico

Modificar a estrutura quimica de substancias € um procedimento comum em pesquisas
que visam o desenvolvimento de novos farmacos. A sintese de moléculas modificadas
permite a obtencdo de compostos com melhores perfis farmacoldgicos e de seguranca.
Essa estratégia pode contornar o aparecimento de efeitos adversos dos anti-inflamatoérios
e analgésicos, que muitas vezes reduzem suas aplicacoes clinicas e a adesdo do paciente

ao tratamento.

Assim, o presente estudo prop6s a avaliacdo da atividade do composto acido 4-((nitrooxi)
metil)-3-nitrobenzoico (R1'Y09) (Fig. 7), resultante do acoplamento da estrutura -ONO>
em uma molécula simples aromatica, liberadora de NO (BRAGA et al., 2021) em
modelos experimentais de inflamagdo e dor aguda e de dor neuropética induzida por
paclitaxel em camundongos, assim como, dos possiveis mecanismos envolvidos nessa
atividade. Este composto foi desenvolvido pelo laboratério de quimica farmacéutica da

Faculdade de Farméacia da UFMG sob orientacdo da Prof. Dr. Renata Barbosa.

O,N
ONO,
1
Figure 7. Estrutura quimica do composto &cido 4-((nitrooxi] metil)-3-nitrobenzoico
(R1Y09). Adaptado de BRAGA et al., 2021.
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2. JUSTIFICATIVA

A limitacdo da eficacia e seguranca dos farmacos disponiveis para o tratamento de
pacientes com condi¢Ges dolorosas e inflamatorias evidencia a necessidade do
desenvolvimento de novas alternativas farmacoldgicas. O papel exercido pelo NO na
regulacdo dos processos inflamatdrios e nociceptivos indica que moléculas que modulam
a producdo ou acdo desse mediador podem ser candidatas a farmacos Gteis no manejo de
condicdes dolorosas e inflamatorias diversas. A modificacdo estrutural de substancias
para o fornecimento da molécula NO resulta, normalmente, no aumento da atividade
farmacoldgica e na melhora do perfil de seguranca dessas substancias quando comparadas
aos farmacos atualmente disponiveis. Esse fato justifica o grande interesse no
investimento de pesquisas nessa area, principalmente no desenvolvimento de substancias
doadoras de NO. Nesse contexto, a investigacdo da atividade do composto RIYQ9,
substancia doadora de NO, em modelos de dor e inflamacéo, assim como dos possiveis
mecanismos envolvidos nessa atividade, pode levar a melhor caracterizagdo do seu perfil
farmacoldgico e contribuir para a identificacdo de novas abordagens terapéuticas eficazes

€ seguras.
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3. OBJETIVOS
Avaliar as atividades do composto R1'Y09 em modelos experimentais de dor e inflamacéo
aguda e modelo de dor neuropética induzida por quimioterapico, bem como os possiveis

mecanismos que medeiam essas atividades.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas (25 — 30 g). Os animais foram fornecidos
pelo Biotério da Faculdade de Farméacia da UFMG e mantidos em sala com temperatura
controlada de 27 £ 1 °C, correspondente a zona de termoneutralidade para roedores
(GORDON, 1990). Agua e racdo foram fornecidos ad libitum. Os animais foram
mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 h, sendo acomodados em caixas de plastico
(dimensdes 40 x 34 x 17 cm) forradas com maravalha. Durante a realizacdo de todos
protocolos, os animais foram manuseados de maneira cuidadosa, a fim de promover o
menor estresse comportamental possivel. Apds o término dos experimentos, 0s animais
foram submetidos a eutandsia apds anestesia geral. Todos os experimentos foram
realizados de acordo com as recomendacOes para avaliacdo de dor experimental em
animais (ZIMMERMANN, 1983). O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da UFMG (Protocolo n°23/2016 e Protocolo n°® 252/2021).

4.2. Drogas e reagentes

AM251 (Sigma, EUA)- antagonista CB1

Carboximetilcelulose (CMC; Sigma, EUA) - Veiculo

Carragenina A tipo IV (Sigma, EUA)- Estimulo inflamatério usado para a inducgéo do
edema de pata.

Cloreto de sddio 0,9% (Equiplex, Brasil) - Veiculo

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

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

Cloridrato de xilazina (Unido Quimica, Brasil) - Coadjuvante de anestesia.
Dexametasona (Sigma, EUA)- Farmaco anti-inflamatério utilizado como controle
positivo

Dipirona Sodica (Sigma, EUA)- Farmaco analgésico utilizado como controle positivo
Fenobarbital (Sanofi Aventis, Brasil) - Farmaco depressor do SNC utilizado como
controle positivo

Glibenclamida (Sigma, EUA) - Bloqueador de canais Katp.

Paclitaxel (Sigma, EUA) - Farmaco antineoplasico

Polietilenoglicol 400 (Synth, Brasil)- Veiculo

Pregabalina (Teuto, Brasil) - FArmaco anticonvulsivante
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RIY09 (acido 4-((nitrooxi] metil)-3-nitrobenzoico) (Departamento de Quimica

Farmacéutica, UFMG)- composto avaliado em modelos de dor e inflamagéo.

4.3. Preparo, doses e vias de administracdo das solucGes e suspensdes

4.3.1. Preparo da suspensdo de R1Y09

A suspensédo do composto RI'YQ9 foi preparada em solugéo salina (NaCl 0,9%; pH 6,8)
contendo 40% (v/v) de PEG 400 e administrada por via intraperitoneal (i.p.) em um

volume de 4 mL/Kg.

4.3.2. Preparo da solugdo de Dipirona, dexametasona, fenobarbital e suspensdo de
pregabalina

As solucBes de dexametasona, fenobarbital, dipirona foram preparadas em solucéo salina.
A dose do fenorbabital e da dipirona foram 50 mg/Kg e 500 mg/Kg, respectivamente,
administradas por via per os (p.0.) dm um volume de 10 mL/Kg. A dose utilizada da
dexametasona foi de 2 mg/Kg, i.p., em volume de 4 mL/Kg. A suspens&o de pregabalina
pregabalina foi preparada em carboximetilcelulose (CMC) 0,5% p/v em solucdo de
cloreto de sodio 0,9% p/v e administrada p.o. em uma dose de 30mg/Kg, em um volume
de 10mL/Kg.

4.3.3. Suspensdo de carragenina
A suspensao de carragenina (2%) foi preparada em solucéo salina e administrada por via

intraplantar (i.pl.).

4.3.4. Suspensdo de Paclitaxel

A solucdo de paclitaxel foi preparada em solucdo de cloreto de sodio 0,9% p/v injetavel
imediatamente antes de cada administracdo. O paclitaxel foi administrado por via
intraperitoneal (i.p.) em volume de 2 mL/Kg. A dose padronizada foi de 2 mg/Kg.dia,

administrada durante quatro dias.

4.3.5. Solucgéo de naltrexona e glibenclamida e AM251

As solucdes de naltrexona e glibenclamida foram preparadas em solucdo de cloreto de
sodio 0,9% p/v injetavel imediatamente antes da administracdo. A naltrexona foi
administrada i.p., nas doses de 5 e 10 mg/Kg, 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. A solucdo
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de AM251 foi preparada em cremofor a 5% e etanol a 5% adicionado em solucgéo de
cloreto de sodio 0,9% p/v, administrada i.p. na dose de 4 ou 8 mg/Kg, em um volume de

administracdo de 4ml/Kg.

4.4. Avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por calor

A avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por calor foi realizada com auxilio da placa
quente (Insight Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil). Os animais foram colocados sob a superficie
ndo aquecida da placa durante 2 min para ambientacdo nos trés dias anteriores ao
experimento. No momento do teste, os camundongos foram colocados, individualmente,
sobre a placa metélica aquecida na temperatura estabelecida e o tempo para que 0s
animais exibam comportamentos indicativos de desconforto (lambida das patas ou saltos)
foi determinado e considerado como a laténcia para a resposta nociceptiva. A temperatura
utilizada foi de 50 °C e o tempo de corte foi de 50 s (Fig. 8), a fim de evitar a ocorréncia
de leséo tecidual. O RIY09 (50, 100 ou 150 mg/Kg, i.p.), dipirona (500 mg/Kg, p.0.) ou
veiculo (PEG 400 40%, 4 mL/Kg, i.p.) foram administrados 30 minutos antes da

realizacdo do experimento.

Avaliacao da resposta nociceptiva

-30 Minutos 0 Segundos 50

Figura 8. Escala temporal de avaliacdo do efeito induzido pelo RI'Y09 sobre a resposta

nociceptiva induzida por calor.

4.5. Avaliagdo da alodinia mecénica

Para avaliacdo da alodinia mecénica no modelo experimental de DN induzida pelo
paclitaxel, os camundongos foram colocados em compartimentos de acrilico dispostos
sobre um suporte que possui como base uma tela metélica. Os animais foram ambientados
no aparato de realizacdo do teste por no minimo 60 min por dia durante dois dias antes
da realizagdo do experimento e por 20 min logo antes do inicio do experimento. A
alodinia mecanica foi avaliada por meio de um analgesimetro digital (Insight, Ribeirdo

Preto, Brasil) que consiste de um transdutor de pressdo manual adaptado a uma ponteira
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de polietileno de 0,5 mm2, que mede o limiar para a retirada da pata, expresso em gramas.
O filamento foi aplicado sobre a superficie plantar da pata traseira direita com um
aumento gradual de presséao até que o animal retirasse a pata. O valor da pressdo que induz
a retirada da pata é registrado automaticamente, em uma faixa de 0,1 a 1000 g, ou
aproximadamente 0,1 a 10 N. Foram feitas cinco medicGes, em intervalos de 20 s, sendo
0 maior e 0 menor valor eliminados e a resposta nociceptiva calculada como uma média
dos trés valores restantes. Os animais foram testados antes e depois dos tratamentos. O
limiar basal para retirada de pata de cada animal foi determinado no dia do teste e a
divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as massas corporais e

os limiares basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes.

4.6 Avaliacdo dos efeitos induzidos pelo RIY09 na alodinia mecénica induzida pela
carragenina

A suspensdo de carragenina (400ug, 20uL, i.pl.) foi injetada 30 minutos apds a
administragdo do composto RIY09 (50, 100 ou 150 mg/Kg, i.p.), dexametasona (2 mg
/Kg, i.p.) ou veiculo (PEG 400 40%, 4 mL/Kg). A alodinia mecéanica foi avaliada 1, 3, 5
e 7 h ap6s a administracdo da carragenina (Fig. 9). Os resultados foram expressos como

o limiar de retirada da pata absoluto (g).

Administracao i.pl
Carragenina 12Avaliacio  22Avaliaciio 32Avaliacdo 4%Avaliacio

\ e

Administragdes i.p. de R[Y09
ou Dexametasona ou veiculo

Basal -30 min H H

Figura 9. Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pelo RI'Y09 sobre a alodinia

mecénica induzida por carragenina.
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4.7. Avaliacdo dos efeitos induzidos pelo RI'Y09 sobre a coordenagdo motora

A coordenagdo motora foi avaliada na haste girante (VAZ et al., 1996). Os animais foram
treinados no aparato, a 14 rpm, durante dois dias antes do experimento, em duas sessoes
diarias, durante 2 min. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma
que as médias dos tempos de permanéncia basais fossem semelhantes. O RIY09 (150
mg/Kg, i.p.), o fenobarbital (50 mg/kg, p.o.) ou veiculo (PEG 400 40 %, i.p.), foram
administrados 30 minutos antes da primeira avaliacdo na haste girante. Em seguida, o
tempo de permanéncia de cada animal na haste girante (14 rpm) foi determinado 0.5, 1,
3, 5 e 7 h apo6s a administracdo do composto ou do fenobarbital (Fig. 10). O tempo de

corte foi de 2 min.

12 Avaliacao 22 Avaliacao 32 Avaliacao 42Avaliacao 5°Avaliacao

Administracdo p.o. Administragdo i.p. de
de Fenobarbital RIY09 ou veiculo

&2

Basal Oh 0.5h 1h 3h 5h 7h

Figura 10. Escala temporal de avaliacdo do efeito induzido pelo RI'Y09 na coordenacao

motora dos animais.

4.8. Avaliacdo dos efeitos induzidos pelo RIY09 no edema de pata induzido por
carragenina

Para a avaliacdo do volume de pata, foi usado o pletismoémetro (Modelo 7140, Ugo Basile,
Italia). Esse aparelho contém uma célula cilindrica para a medida do volume de pata,
preenchida com uma solucdo de baixa concentracao eletrolitica, conectada a outra célula,
dentro da qual existe um eletrodo. Um sistema de vasos comunicantes faz com que o
deslocamento da solucdo eletrolitica na célula onde a pata do animal é mergulhada resulte
em um deslocamento da solucéo na célula que contém o eletrodo. Apos ter sido calibrado,

o aparelho converte o deslocamento do liquido em volume, que é indicado em um visor
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digital. Quando a pata do animal é introduzida na célula de medida até a articulagéo tibio-
tarsal, um pedal é pressionado pelo experimentador, que fixa, dessa forma, o valor do
volume observado. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que
0s volumes basais medios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. No
dia do experimento, carragenina (400ug, 20uL) foi injetada 30 minutos apos
administracado i.p. do composto R1'Y09 (50, 100 ou 150 mg/Kg), dexametasona (2 mg/Kg)
ou veiculo (PEG 400 40%). O volume da pata de cada animal foi avaliado 1, 3, 5 e 7h
apos a injecao do estimulo inflamatorio (Fig. 11). Os resultados foram expressos como

variacdo do volume da pata (uL) em relagao aos valores basais.

Administracao i.pl
Carragenina 1°Avaliacio 2°Avaliacio 3*Avaliacio 42Avaliacio

Basal -30 min

Administragdes i.p. de RTY09
ou Dexametasona ou veiculo

Figura 11. Escala temporal de avaliacdo do efeito induzido pelo RI'Y09 sobre o edema

de pata induzido por carragenina.

4.9 Avaliacdo da produgdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 e CXCL-1, induzida por
carragenina.

As concentragOes de TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10 e CXCL-1 no tecido da pata ipsilateral,
foram determinadas utilizando ensaio imunoenzimatio (ELISA), seguindo as instrucdes
fornecidas pelo fabricante (kits DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, EUA). A
carragenina (400 pg, 20 uL) foi injetada via i.pl., 30 min ap6s administracdo i.p do
composto RIY09 (150 mg/Kg) ou veiculo (PEG 400 40%). Os animais foram
anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina (100 / 10mg/Kg, i.p.) e eutanasiados
por deslocamento cervical apos 5h de administracdo do composto ou veiculo, e o tecido

da pata foi removido. Apos determinacdo das massas, 0s tecidos foram homogeneizados
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em solucdo salina tamponada com fosfato contendo Tween-20 (0,05%), fluoreto de
fenilmetilsulfonil (0,1 mM), cloreto de benzametbnio (0,1 mM), EDTA (10 mM),
aprotinina A (2 mg/mL) e albumina de soro bovino (0,5%), seguida de centrifugacéo
(20.000 rpm) durante 15 min a 4 °C. As amostras de sobrenadante foram armazenadas a
-70 °C até a analise das concentragdes das citocinas. Os resultados foram expressos em

picogramas de citocinas por 100 mg do material coletado.

4.10 Avaliacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

O sedimento resultante apos centrifugacdo do tecido homogeneizado, foi acrescido de
750 uL de solugdo de NaCl 0,2% gelado para cada 50 mg de tecido. Em seguida, foi
adicionado NaCl 1,6% com glicose 5% gelado (750 uL para cada 50 mg de tecido). Uma
nova homogeneizacdo foi realizada e o homogenato foi armazenado a -70 °C até a
realizacdo do ensaio. Os homogenatos foram inicialmente foram congelados e
descongelados trés vezes em nitrogénio liquido. Ap6s o descongelamento, as amostras
foram centrifugadas (10.000rpm) por 15min a 4 ° C e os sobrenadantes obtidos foram
usados para o ensaio enzimatico conforme descrito anteriormente por Melo et al. (2019).
O ensaio foi realizado em placa de microtitulacdo de 96 pocos. Nos primeiros dois pogos,
foram adicionados 25uL de tampao PBS (branco). Nos outros pogos, foram adicionados,
em duplicata, 25uL dos sobrenadantes. Apds o preenchimento da placa com todas as
amostras, foram adicionados 25uL da solugdo de 3,3”,5,5',-tetrametilbenzidina (TMB; 3,8
mg/mL em DMSO) em cada poco e a placa foi incubada a 37 °C por 5 min. Apos esse
intervalo, foram adicionados 100uL da solugdo de H20. em cada poco e a placa foi
incubada novamente a 37 °C por 5 min. Para finalizar, foram adicionados 100 pL de
H>SO4 em cada pogo. A atividade da MPO foi calculada de acordo com a alteragédo da

densidade Optica, avaliada em leitor de ELISA, usando comprimento de onda de 450 nm.

4.11. Avaliagéo dos efeitos induzidos pelo composto RIY09 no modelo de DN induzida
pelo paclitaxel

Anterior a administracdo do quimioterdpico paclitaxel foi realizada a avaliacdo dos
valores basais do limiar de retirada da pata dos animais. Em seguida, foram feitas quatro
administracdes i.p. de paclitaxel (2 mg/Kg) ou veiculo (salina) em dias alternados (0, 2,
4 e 6 dias). A alodinia mecanica foi avaliada a cada dois dias, durante 7 dias. A atividade
do composto RIY09 foi avaliada apds o 7° dia de sensibiliza¢cdo com o quimioterapico.

Os animais receberam uma administracdo i.p. de RIY09 nas doses de 50, 100 e 150
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mg/Kg (Fig. 12). Os animais também foram tratados com pregabalina em dose Unica (30
mg/Kg, p.0). A alodinia mecénica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 h apds a primeira administragdo
do composto RI'Y09 ou de pregabalina.

Administragdo do

RIYO09 ou
Pregabalina
Basal Basal
Pré-sensibilizacao Pés-sensibilizacao 12 Avaliagdo 22 Avaliacie 32 Avaliagio  4° Avaliaciio

0 2 4 6 7 dias ’ ’

QOQ RIY09: 50, 100 e 150 mg/Kg, i.p;
Pregabalina: 10 mg/Kg, p.o
A, h |l

\’ il |

Figura 12. Escala temporal da avaliacdo do efeito induzido pelo RI'Y09 em modelo

Paclitaxel: 2mg/Kg, i.p

experimental de DN induzida pelo paclitaxel.

4.12. Avaliacdo dos efeitos induzidos por naltrexona, glibenclamida e AM251 sobre a
atividade antinociceptiva do composto RIY09 no modelo experimental de DN induzida
pelo paclitaxel

Com o objetivo de avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na atividade
antinociceptiva do composto RIY09 no modelo experimental de DN induzida pelo
paclitaxel, foram utilizados antagonistas opioidérgico (naltrexona) e canabinoidérgico
(AM251) e um bloqueador de canais Kate (glibenclamida). A naltrexona (5 e 10 mg/Kag,
I.p.) e 0 AM251 (4 e 8 mg/Kg, i.p.) foram administrados 15 min antes da administragao
do RI'Y09 (150 mg/Kg, i.p.), enquanto a glibenclamida foi administrada p.o. nas doses 20
e 40 mg/Kg, em volume 8 mL/Kg, 30 min antes da administracdo do composto estudado
(Fig. 13). O experimento foi realizado no sétimo dia apds a primeira administracdo do
quimioterapico paclitaxel. A alodinia mecanica foi avaliada 1, 3, 5e 7 h ap6s administragao

do composto.
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Administracao do

RIY09
Basal Basal O
Pré-sensibilizacao Pds-sensibilizacao L Ad 12 Avaliacio 22Avaliacdo 3° Avaliagdo 4° Avaliacio
Administragdo dos
3 3 ! 3 antagonistas

L N N 2 (-15min ou -30min)

o t

Oh 1h 3h Sh 7h

0 2 4 6 7 dias

‘ &% rIvos: 150 mg/Kg, i.p; . ’

% Paclitaxel: 2mg/Kg, i.p. ‘
|
Naltrexona: 5 ou 10 mg/Kg, i.p: =
& AM251:40u8 mgKg, ip

Glibenclamida: 20 ou 40 mg/Kg, p.o

Figura 13. Escala temporal da avaliacdo do efeito induzido pelo composto RIY09 apo6s
tratamento prévio com naltrexona, AM251 ou glibenclamida, sobre a alodinia mecanica

induzida pelo paclitaxel.

4.13. Avaliacao do efeito induzido pelo composto RI'Y09 nas concentracdes de TNF-a,
CXCL-1 e IL-1B em estruturas do processamento nociceptivo no modelo de DN induzida
por paclitaxel.

As concentragdes de TNF-a, CXCL-1 e IL-1p foram determindas em estruturas neuronais
responsaveis pelo processamento nociceptivo como DRG (L3-L5) e tdlamo, utilizando o
ensaio imunoenzimatio (ELISA). Para investigar o efeito induzido pelo composto sobre
a producdo de TNF-a, CXCL-1 e IL-1p no modelo experimental de DN induzida pelo
paclitaxel, os animais foram tratados com o composto RIY09 (150 mg/Kg, i.p.) ou veiculo
(PEG 400 40%), no 7° dia ap6s a primeira injecdo de paclitaxel ou salina estéril (controle
negativo). Os camundongos foram submetidos a eutanasia 5 h ap6s a administracdo do
composto ou veiculo, sendo os DRG’s e o tdlamo removidos. A determinagdo da
concentracdo das citocinas inflamatérias foi realizada conforme descrito anteriormente

no item 4.9.

4.14. Avaliacdo da concentracdo plasmatica de nitrito

Cinco horas ap0s a administragéo i.p. do composto RIY09 (150mg/Kg) ou veiculo (PEG
400 40%), os camundongos foram anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina.
Apos a decapitacdo, uma amostra de sangue foi coletada de cada animal em um tubo
heparinizado e imediatamente centrifugado a 2.000rpm por 20min a 4° C. Em seguida, as

amostras do plasma foram transferidas para tubos plasticos e armazenadas a -70 ° C até a
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analise. As amostras de plasma foram analisadas usando um procedimento baseado na
reacdo de Griess (SUN et al., 2003). Resumidamente, 60 puL de reagente de Griess (1%
de sulfanilamida e 0,1% de naftiletilenodiamina em 2,5% de &cido fosférico) foram
adicionados a 60 pL das amostras de plasma. Apds 10min, as absorbancias das amostras
foram medidas a 540nm. Uma curva de calibragdo variando de 5 a 240uM de nitrito de
sodio foi preparada em BSA e medida simultaneamente para quantificar o nitrito nas

amostras. Os resultados foram expressos em uM.

4.15. Anélise estatisticas

Os resultados referentes aos modelos de avaliagdo da atividade antinociceptiva induzida
por placa quente, atividade motora, produgdo de citocinas inflamatérias, MPO e
concentracdo plasmatica de NO, foram analisados por meio da analise 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 foram analisados por meio
de analise de variancia de duas vias, seguida de teste de Bonferroni, exceto os resultados
referentes a area sob a curva dos respectivos testes, as quais foram analisados por meio
da analise de variancia simples de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de Newman-
Keuls ou teste t de Student.Valores de P menores que 0,05 foram considerados
significativos em comparacdes entre médias. O programa GraphPad Prism®5.0 (San

Diego, CA, USA) foi usado para tais analises.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do composto RI'Y09 sobre a resposta nociceptiva induzida por calor

A exposicdo de camundongos a placa quente induziu uma resposta nociceptiva
caracterizada por comportamentos indicativos de desconforto (lambida das patas ou
saltos). A administracdo prévia (-30 min) i.p. do composto RI'Y09 (100 ou 150 mg/Kg),
bem como a administragédo p.o. de dipirona (500 mg/Kg), usada como controle positivo,

aumentaram a laténcia da resposta nociceptiva (Fig. 14).

10+

. N

Figura 14. Efeito da pré-administracdo (30min) do composto RIY09 (50, 100 ou

35 ok
1 Veiculo
7 D RIY09 50
% T RIY09 100
5 20- N &3 RIY09 150
g 15 - \\ Bl Dipirona 500
3 T §

150mg/Kg, i.p.), dipirona (500mg/Kg, p.o.) ou veiculo (PEG 400 40%, i.p.) na resposta
nociceptiva induzida pelo calor. ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa

em relacdo ao grupo veiculo (p <0,01 e p <0,001, respectivamente). n = 6.

5.2. Efeito do composto RI'Y09 sobre a alodinia mecanica induzida por carragenina

ApOs observarmos a atividade do composto RIY09 em modelo de dor nociceptiva
induzida por calor, investigamos seu efeito em modelo de dor inflamatdria induzida por
carragenina. A administracdo i.pl. de carragenina (400 pg, 20uL) induziu alodinia
mecénica acentuada e duradoura. A administracdo prévia (-30 min) i.p. da maior dose do
composto RIY09 (150 mg/Kg) ou da dexametasona (2 mg/Kg), utilizada como controle
positivo, diminui a alodinia mecanica nos tempos 1, 3, 5 e 7 h ap06s a administracdo da
carragenina. A dose intermediaria do composto RI'Y09 (100 mg /Kg, i.p.) também exibiu

atividade nos tempos 3 e 5 h, apds a administragdo do estimulo inflamatério (Fig. 15).
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Figura 15. Efeito da administracdo prévia (-30 min) i.p. do composto R1'Y09 (50, 100 ou
150 mg/Kg), dexametasona (Dexa; 2 mg/Kg) ou veiculo (PEG 400 40%) na alodinia
mecénica induzida por administracdo i.pl. de carragenina (Cg; 400 ug). A representa o
curso temporal e B representa a ASC. ** e *** indicam diferenca estatisticamente

significativa em relacdo ao grupo veiculo (p <0,01 e p <0,001, respectivamente). n = 6.
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5.3 Efeito induzido pelo composto RI'Y09 sobre a coordenagdo motora

Para investigar se o efeito antinociceptivo induzido pelo composto R1'Y09 ndo é resultado
de comprometimento da coordenacdo motora, foi avaliado o efeito induzido pelo
composto sobre o tempo de permanéncia dos animais na haste girante. Observamos que
a coordenacdo motora dos animais nédo foi alterada nos tempos avaliados (0.5, 1,3,5¢e 7
h) apds a administracdo do composto RIY09 B (150 mg/Kg, i.p.). No entanto, o
fenobarbital (50 mg/Kg, p.o.) reduziu significativamente o tempo de permanéncia dos

animais na haste girante (Fig. 16).
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Figura 16. Efeito da administracdo prévia (-30min) do composto RIY09 (150mg/Kg,
i.p.), fenobarbital (50mg/Kg, p.o.) ou veiculo (PEG 400 40%, i.p.) sobre o tempo de
permanéncia dos camundongos na haste girante. *** indica diferenca significativa em

relacdo ao grupo do veiculo (p <0,001). n = 6.

5.4 Efeito do composto R1'Y09 sobre o edema de pata induzida por carragenina

A administracdo i.pl. da carragenina (400ug, 20ul), além de induzir alodinia mecanica,
também induziu um edema de pata acentuado e duradouro. A administracdo prévia (-30
min) i.p. da maior dose (150mg /Kg) e a dose intermediaria do composto RI'Y09 (100mg
/Kg) ou da dexametasona (2mg/Kg), utilizada como controle positivo, diminuiram a
formacéo de edema de pata nos tempos 3, 5 e 7h apos a administracdo da carragenina. A
menor dose avaliada do composto RIY09 (50mg /Kg, i.p.) também exibiu atividade
antiedematogénica nos tempos 5 e 7 h, ap6s a administracdo do estimulo inflamatorio
(Fig. 17).
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pata induzido pela administracéo i.pl. de carragenina (Cg; 400 ug). A representa o0 curso

temporal e B representa a ASC. *, ** e *** indicam diferenga estatisticamente

significativa em relacéo ao grupo veiculo (p <0,05, p <0,01 e p <0,001, respectivamente).

n=6.
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5.5 Efeitos induzidos pelo composto RI'Y09 sobre a producao de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-
10 e CXCL-1 na pata.

Ap0s cinco horas da administracdo i.pl. da carragenina (400pg, 20uL) houve um aumento
das concentracBes de IL-6, IL-1B, TNF-a. ¢ CXCL-1 no tecido da pata (Fig. X). O
composto RIY09 (150 mg/kg, -30min, i.p.) reduziu acentuadamente e as concentracdes
de IL-6, IL-1PB, TNF-a. ¢ CXCL-1 (Fig. 18) no tecido da pata. Além disso, o tratamento
com o composto RIY09 também proporcionou um aumento da concentracédo de IL-10
(Fig. 18).



64

S 10000+ sk . i 2500 . .
% 1 Veiculo/Veiculo > o 1 Veiculo/Veiculo
=}
% 8000 Em \Veiculo/Cg 'S 2000 Em Veiculo/Cg
'g [ RIY09 150/Cg s [ RIY09 150/Cg
£ 6000 S, 15001
o i £
S 4000 a S 1000
g g P
= £
0 20004 o 500
Q nd -
- | —

O 0 0

. 1000+ ok i i 150~ i )
E) 1 Veiculo/Veiculo &) 1 Veiculo/Veiculo
B . b=} il .

S 8004 Hl Veiculo/Cg 15 Hl Veiculo/Cg
2 2

k] [ RIY09 150/Cg 8 1004 [ RIY09 150/Cg
> 600 g

£

S 8

S 4001 =4

g it g 507

@ 2001 .f iia

sl zZ

2 ool

—~ 100- s s

) # [ Veiculo/Veiculo

o .

S 804 Hl \Veiculo/Cg

= [ RIYO09 150/Cg

o 604

£

o

S 407

g

o 204

=

4

- 0

Figura 18. Efeito da administracdo prévia (-30 min) i.p. do composto RIY09 (150
mg/Kg) ou veiculo (PEG 400, 40%) na producdo de CXCL-1 (A), IL-6 (B), IL-1B (C),
TNF-a (D) e IL-10 (E) induzidas pela administragéo i.pl. de carragenina (Cg; 400 pg). As
concentragOes das citocinas no tecido da pata foram avaliadas 5 h ap6s a administracao

*k

da carragenina. n.d: ndo detectavel. " indica diferenca significativa em relacéo ao grupo

Veiculo/Veiculo (PEG 400/Solugdo salina) (p <0,001). #* e #*# indicam diferencas
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significativas em relacdo ao grupo Veiculo/Cg (PEG 400/Carragenina) (p <0,05 e p

<0,001, respectivamente). n = 6.

5.6 Efeitos induzidos pelo composto RIY09 sobre a atividade da MPO

Ap0ds cinco horas da administracdo i.pl. da carragenina (400ug, 20ul) houve um aumento
da atividade da MPO no tecido da pata, indicando indiretamente um aumento do
recrutamento de neutrofilos (Fig. 19). O composto RIY09 (150 mg/kg, -30min, i.p.)

reduziu acentuadamente a atividade da enzima MPO.
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Figura 19. Efeito da administracdo prévia (-30 min) i.p. do composto RIY09 (150
mg/Kg) ou veiculo (PEG 400 40%) na atividade de MPO induzida pela administracao
I.pl. de carragenina (Cg; 400 pg). A atividade da MPO no tecido da pata foi avaliada 5 h
apo6s a administracdo de carragenina. ** indica diferenca significativa em relacdo ao
grupo Veiculo/Veiculo (PEG 400/Solucdo salina) (p <0,01). * indica diferenca
significativa em relacdo ao grupo Veiculo/Cg (PEG 400/Carragenina) (p <0,01). n = 6.
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5.7. Efeito induzido pela RI'YQ9 sobre a alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel

RIY09 (50, 100 e 150 mg/Kg) foi administrado i.p. no sétimo dia ap6s a primeira
administracdo de paclitaxel. Todas as doses do composto RIY09 estudadas (Fig. 20)
atenuaram a alodinia mecéanica induzida pelo quimioterapico quando comparadas com o
grupo veiculo. A menor dose (50 mg/Kg) atenuou a alodinia mecénica na 32 e 5% h
avaliada. As demais doses (100 e 150 mg/Kg) reduziram a alodinia mecénica em todos
tempos avaliados. A maior dose (150 mg/Kg) apresentou melhor atividade
antinociceptiva com seu efeito maximo na 52 h avaliada. O veiculo utilizado no estudo
ndo afetou a alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel. Adicionalmente, observamos
que a pregabalina (30 mg/Kg, p.0.) reduziu a alodinia mecénica em todos os tempos

avaliados, com pico de atividade antinociceptiva na 5 h.
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Figura 20. Efeito induzido pela administracdo de RI'Y09 (150 mg/Kg, i.p.) ou pregabalina
(30 mg/Kg, p.o.) sobre alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel. A representa o curso
temporal e B representa a ASC. ** e *** indicam diferencas significativas em relagéo ao

grupo veiculo (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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5.8. Efeitos induzidos pela naltrexona, glibenclamida ou AM251 sobre a atividade
antialod do RIY09

Para investigar os possiveis mecanismos que medeiam a atividade antinociceptiva do
composto RIY09, um antagonista opioidérgico néo -seletivo (naltrexona), um antagonista
de receptor canabinoide (CB1) (AM251) e um blogueador de canais para potassio ATP-
dependente (glibenclamida) foram utilizados. Naltrexona e AM251 foram administradas
15 min antes, enquanto glibenclamida foi administrada 30 min antes da primeira
administracdo do composto estudado. A alodinia mecanica foi induzida pelo paclitaxel,
como abordado anteriormente, e avaliada 7 dias apds a primeira administracdo do
quimioterapico. A administracdo de R1'Y09 na dose de 150 mg/Kg, i.p. reduziu a alodinia
mecanica induzida pelo paclitaxel em todos ensaios realizados (Fig. 21, 22 e 23). A
atividade antinociceptiva do composto RIY09 foi parcialmente atenuada pela
administragdo prévia de naltrexona (10 mg/Kg, i.p.; Fig. 21) ou AM251 (4 e 8 mg/Kg,
i.p.; Fig. 23), mas ndo pela administracdo prévia de glibenclamida (20 e 40 mg/Kg, p.o.;
Fig. 22). Naltrexona (10 mg/Kg, i.p.), AM251 (8 mg/Kg, i.p.) ou glibenclamida (40

mg/Kg, p.0.) ndo alteraram a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel.
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Figura 21. Efeito induzido pela administracdo de RIY09 (150 mg/Kg, i.p.) sobre a
alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (-15 min) tratados
com naltrexona (Nalt; 5 ou 10 mg/Kg, i.p.). A representa o curso temporal e B representa
a ASC. ** e *** indicam diferencas significativas em relacdo grupo Veiculo/Veiculo

(p<0,01 e p<0,001, respectivamente). *, # e #*# indicam diferencas significativas em



70

relacdo ao grupo Veiculo/RIY09 (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n= 6.
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Figura 22. Efeito induzido pela administracdo de RIY09 (150 mg/Kg, i.p.) sobre a
alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (-30 min) tratados
com glibenclamida (Glib; 20 ou 40 mg/Kg, p.o.). A representa o curso temporal e B
representa a ASC. *** indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Veiculo/Veiculo
(p<0,001).
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Figura 23. Efeito induzido pela administracdo de RIY09 (150 mg/Kg, i.p.) sobre a
alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (-15 min) tratados
com AM251 (AM251; 4 ou 8 mg/Kg, i.p.). A representa o curso temporal e B representa
a ASC. *, ** *** indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo Veiculo/Veiculo
(p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). ** indica diferencas significativas em

relacdo ao grupo Veiculo/RIYQ9 (p<0,001). n= 6.



72

5.9. Efeitos induzidos pelo RIY09 sobre a producdo de CXCL-1, TNF-a e IL-1P nas
estruturas DRG e talamo

As concentracdes de CXCL-1 (Fig. 24), TNF-a (Fig. 25) e IL-1pB (Fig. 26) nos DRG (L3-
L5) e tdlamo aumentaram ap0s sete dias da primeira administracdo de paclitaxel em uma
dose total administrada de 8mg/Kg, i.p. Os efeitos induzidos pelo RIY09 (150 mg/Kg,
i.p.) sobre as concentra¢fes de CXCL-1, TNF-a e IL-1p foram avaliados na 5% h apds a
administracdo do composto. Observamos que 0 R1'Y09 na maior dose estudada conseguiu
reduzir significativamente as concentracdes das citocinas inflamatdrias nas estruturas do

processamento nociceptivo DRG e tdlamo.
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Figura 24. Efeito induzido pela administracdo de RIY09 (150 mg/Kg, i.p.), sobre a
producdo de CXCL-1 nos DRG (A) e talamo (B). *, ** e *** indicam diferencas
significativas em relacdo ao grupo Veiculo/Veiculo (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). * indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Paclitaxel/Veiculo

(p<0,01). n=6.
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Figura 25. Efeito induzido pela administracdo de RIY09 (150 mg/Kg, i.p.) sobre a

a
e

TNF-a (pg/100 mg de tecido)

producdo de TNF-a nos DRG (A) e talamo (B). * e *** indicam diferencas significativas
em relacdo ao grupo Veiculo/Veiculo (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). # e ##
indicam diferencas significativas em relacdo ao grupo Paclitaxel/veiculo (p<0,05 e

p<0,001, respectivamente). n=6.
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Figura 26. Efeito induzido pela administracdo de RIY09 (150 mg/Kg, i.p.) sobre a
producdo de IL-1p nos DRG (A) e talamo (B). * e ** indicam diferencas significativas
em relagdo ao grupo Veiculo/Veiculo (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). * e * indicam
diferengas significativas em relacdo ao grupo Paclitaxel/Veiculo (p<0,05 e p<0,01,

respectivamente). n=6.



76

5.10 Efeito induzido pelo composto RI'Y09 na concentracdo plasmatica de nitrito

A concentracédo de nitrito no plasma foi avaliada 5 h ap6s administragdo i.p. do veiculo
(PEG 400 40%) ou do composto RIY09 (150 mg/Kg). Observamos aumento na
concentracdo de nitrito plasmatico (aproximadamente em 70 uM) apo6s a administracdo

do composto RI'Y09 em relacéo ao grupo controle (Fig. 22).
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Figura 22. Concentrac@es plasmaticas de nitrito 5h apds administracdo i.p. do composto
RIY09 (150 mg /Kg) ou veiculo (PEG 400 40%). *** indica diferenca significativa em

relacdo ao grupo veiculo (p <0,001). n=7.
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6. DISCUSSAO

Diante das limitagdes que os farmacos analgesicos e anti-inflamatorios apresentam, como
baixa eficacia e seguranca inadequada, investigacGes pré-clinicas e clinicas que tenham
como objetivo identificar novas abordagens farmacoterapéuticas para o manejo de

quadros dolorosos e inflamatorios tornam-se necessarias.

Diversas atividades relacionadas a administracdo de nitratos organicos ou substancias
doadoras de NO tém sido demonstradas (DUARTE et al., 1990; KARLSSON et al., 2009;
WRITE et al., 2009; CUNHA et al., 2010). Considerando as atividades biologicas do NO,
algumas linhas de pesquisa se concentraram na modulacdo dessas atividades, por meio
do fornecimento desse mediador, através do desenho e sintese de compostos acoplados a

um grupo doador de NO.

O papel antinociceptivo e anti-inflamatério do NO esta elucidado em alguns modelos
experimentais (DUARTE et al., 1990; FERREIRA et al., 1991; PRADO et al., 2002;
ROMERO et al., 2011). A modificacdo estrutural de drogas anti-inflamatorias, como os
AINEs e glicocorticoides, pela adicdo de uma fracdo liberadora de NO, resulta no
aumento da eficcia dessas drogas e na diminuigdo das rea¢des adversas causadas por elas
(WALLACE etal. 1994; TURNBULL et al., 2008; ROMERO-SANDOVAL et al., 2003;
TALLET etal., 2002; FIORUCCI et al., 2000; WALLACE et al., 1999; DAVIES et al.,
1997; WALLACE et al. 1994). Outros estudos demonstram a participacdo da via
dependente de NO na agdo antinociceptiva de alguns neurotransmissores e farmacos
como a acetilcolina (DUARTE et al., 1990), morfina (FERREIRA et al., 1991) e
canabinoides (REIS et al., 2009). Esses resultados fornecem subsidios adicionais para a
investigacdo de novos compostos com estruturas simples que possam atuar, por meio da

liberacdo de NO, com potencial efeito analgésico e antiinflamatorio.

No presente estudo, investigamos as atividades do composto acido 4-((nitrooxi)metil)-3-
nitrobenzoico, denominado RIY09, em diferentes modelos experimentais de dor e
inflamacdo. O R1'Y09 apresentou, nas diferentes doses avaliadas e por via i.p., atividade

em modelos de dor inflamatoria e edema e dor nociceptiva.

Primeiramente, observamos que o composto RI'Y09 aumentou acentuadamente a laténcia

para a resposta nociceptiva exibida pelos animais no modelo de dor nociceptiva por placa


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Romero+TR&cauthor_id=21875681
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quente, e seu efeito foi semelhante ao apresentado pela dipirona. A atividade apresentada
pelo RIY09 nesse modelo indica que ele pode inibir o processamento nociceptivo no
sistema nervoso central (SNC) e/ou a ativacdo de nociceptores termossensiveis. Em
modelos de dor nociceptiva, como a placa quente a resposta nociceptiva imediata
apresentada pelos animais, como lambida das patas ou saltos, ocorre devido a uma
ativacdo direta de nociceptores termossensiveis em um processamento central, sem
envolvimento de células ou mediadores inflamatorios (LEBARS et al., 2001;
TOMINAGA et al., 1998). Nesse modelo ha ativacao de receptores da familia TRP que
serdo ativados pelo calor, que atua como estimulo nocivo (TOMINAGA, 2007). Esse
resultado indica que possivelmente o composto RIY09 chega em concentracfes
satisfatorias no SNC. Outros estudos demonstraram que doadores de NO conhecidos,
como nitroprussiato e morfolino-sidnonimina, também exibem atividade em modelos de
dor nociceptiva (SOUSA & PRADO, 2001; XU et al., 1995).

Posteriormente, utilizamos o modelo experimental de inflamagdo aguda induzida por
carragenina para investigarmos as atividades do RIYQ9 sobre alodinia mecénica e o
edema de pata. Demonstramos que o composto aumentou o limiar nociceptivo e foi capaz
de reduzir o edema de pata dos animais sensibilizados com o estimulo inflamatério. Como
a maior dose avaliada do composto ndo afetou o tempo de permanéncia dos animais no
modelo de haste girante, é improvavel que a inibicdo do comportamento nociceptivo nos
modelos de dor seja devido ao relaxamento muscular ou comprometimento da

coordenacao motora.

Sabe-se que o NO perifericamente pode desempenhar papéis tanto prd-nociceptivos
quanto antinociceptivos (CURY et al., 2011). Alguns trabalhos mostram que apds a
administragdo i.pl. de carragenina, o0 NO pode exacerbar o processo inflamatoério devido
a liberagcdo de PGE> e PGl por ativacdo na fase inicial de COX-1 e posteriormente da
COX-2, contribuindo para suas agGes pro-nociceptivas (TORIYABE et al., 2004;
OMOTE et al., 2001). Esse efeito possivelmente ndo ocorre com a administragcdo do
composto RIYQ9, por este apresentar acentuada atividade em modelo de dor inflamatéria
induzida por carragenina. Duarte et. al., (1990) demonstraram que a administracéo i.pl.
de nitroprussiato de sddio (doador de NO) gera um efeito antinociceptivo em animais em
um teste de hiperalgesia da pata com PGE>, sugerindo que a a¢do antinociceptiva do NO

depende de uma via de sinalizacdo intracelular envolvendo a formacéo de GMP ciclico.
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Assim, a acao antinociceptiva do NO depende de uma via de sinalizacdo intracelular que
inclui a formacdo de GMP ciclico, com posterior ativacdo de PKG e consequente abertura
de canais de K", causando hiperpolarizacdo de neurdnios nociceptivos (GOMES et al.,
2020; CURY et al., 2011).

Também foi demonstrado que outros doadores de NO, como nitroprussiato, S-nitroso-N-
acetil-DL-penicilamina (FERNANDES et al., 2002) e nicorandil (DUTRA et al, 2013)
inibem o edema inflamatdrio induzido por carragenina e outros estimulos, assim como, a
sensibilizacdo em um modelo de dor inflamatdria. Anélogos ftalimidicos, que também
liberam NO, inibem o processamento nociceptivo (12 fase) e reduziram a resposta
inflamatoria (22 fase) em modelo experimental de dor induzida por formaldeido (GODIN
etal., 2015).

Demonstramos também que apds a 5 h de administracéo i.p. do RI'Y09 houve aumento
nas concentragfes plasmaticas de nitrito, indicando que ele possivelmente libera NO,
correlacionando-se com as atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria apresentadas por
este novo composto. Demonstramos, em um estudo eletroquimico (Braga et al. 2021),
que a liberacdo de nitrato do composto R1'Y09 ocorre pela clivagem da ligagéo simples
CH2-ONO: e in vivo, 0 nitrato pode ser metabolizado em nitrito, seguido por redugdo em
NO (LUNDBERG et al., 2008).

Nossos resultados também indicam que as atividades do composto RI'Y09 nos modelos
de dor inflamatéria e edema induzidos por carragenina podem estar associadas a efeitos
inibitérios no recrutamento de neutréfilos e na producdo de mediadores pro-
inflamatdrios. Tanto a infiltracdo de neutrdfilos quanto a producdo de citocinas
inflamatorias desempenham papéis importantes nos mecanismos que levam a formacao
do edema inflamatorio e consequentemente a sensibiliza¢do da via nociceptiva (KLINKE
et al., 2011; ROCHA et al., 2006; BRACK et al., 2004). O composto RI'Y09 reduziu
acentuadamente a atividade de MPO no tecido da pata, uma evidéncia indireta de um
efeito inibidor no recrutamento de neutréfilos. Van Ufflelen et al. (1996) demonstraram
que a migracgéo neutrofilica depende da concentracdo de NO em um modelo de migragéo
de neutrofilos peritoneais de coelhos. Wanikiat et al. (1997) também demostram esse

efeito, onde demonstraram que altas concentracbes de NO, apds o tratamento com
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compostos liberadores de NO, inibem o recrutamento de neutréfilos in vitro, enquanto

em baixas concentragdes, 0 NO pode gerar a ativacdo da migracdo de neutrofilica.

Além disso, 0 NO regula negativamente a secrecdo de neutrofilos (MAY et al., 1991) e a
expressao de moléculas de adeséo (integrinas f2) nessas células (BANICK et al., 1997).
Dal secco et al. (2003) também observaram que a producdo de NO pela NOS constitutiva
(cNOS) ou NOS induzivel (iNOS) pode modular negativamente a migracdo de neutréfilos
para locais inflamados, devido a diminuicdo da rolagem e adesdo dessas células no

endotélio.

A inibicdo in vivo do recrutamento de neutrofilos também foi demonstrada apés a
administracdo de doadores de NO, como nicorandil (MATSUI et al., 2015) e
nitroprussiato (LOPEZ-NEBLINA et al., 1996). Esses mesmos doadores de NO também
inibiram a producéo de citocinas inflamat6rias em um modelo experimental de pleurisia
induzida pela carragenina (MATSUI et al., 2015) e em pacientes sob reperfusdo apds
cirurgia de revascularizagdo do miocardio (MASSOUDY et al., 2000). A atividade da
MPO também é reduzida em maior extensdo pelos AINEs que sdo acoplados ao NO

quando comparados aos seus percussores (KEEBLE & MOORE et al., 2002).

Uma possivel consequéncia da inibicdo do recrutamento de neutrofilos apresentada pelo
RIYQ9 foi a reducéo da producdo de citocinas pro-inflamatorias avaliadas (IL-1p, IL-6,
TNF-a e CXCL1) na pata sensibilizada com carragenina. Foi demonstrado que outros
compostos que liberam NO diminuem a producdo de citocinas inflamatdrias, como TNF-
a e CXCL1 em modelo de edema de pata induzido por carragenina (GODIN et al., 2014)
e em modelo de inflamacéo articular induzida por injecdo de mBSA (GODIN et al. al.,
2017). AINES (MINUZ et al., 2001) e drogas antiinflamatorias esteroidais (PAUL-
CLARK et al., 2000) acopladas a NO mostram maior eficacia na reducéo de citocinas
como IL-1B, IL-6 e TNF-a, quando comparados com seus percussores. Deakin et al.
(1995) demonstraram que a inibigdo da producdo de NO esta relacionada ao aumento da
liberacdo de IL-6 em uma linha celular de macrofagos estimulada por LPS e IFN-gama.
O NO participa da regulagéo de varias moléculas de sinalizagéo intracelular incluindo a
MAPK, JAK e NF-kB (KOBAYASHI, 2010). O NO pode inibir a ativacdo do NF-kB e

também reduzir a expressdo do gene da iNOS, a¢bes que contribuiriam para a reducdo da
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producdo de citocinas pré-inflamatorias (KATSUYAMA et al., 1998; MATTHEWS et
al., 1996; PENG et al., 1995).

Paralelamente a redugdo de citocinas pré-inflamatdrias, o composto RI'Y09 aumentou a
concentracéo da citocina IL-10, uma citocina anti-inflamatoria que desempenha um papel
importante no controle das respostas imunes. A IL-10 pode atuar diminuindo a producao
de citocinas pro-inflamatorias, contribuindo para a resolucdo do processo inflamatério
(SARAIVA & O'GARRA, 2010). Dessa forma, o aumento da concentragéo de IL-10
gerada pelo tratamento i.p. com o composto RIY09 contribui para sua atividade nos
modelos de dor inflamatdria e edema induzidos pela carragenina. O NO pode reagir com
a guanilato ciclase soltvel produzindo maior producdo de cGMP, aumentando a producgéo
de IL-10, o que pode contribuir para o controle de processos inflamatorios
(KOBAYASHI, 2010; BENBERNOU et al., 1997).

Tendo em vista a baixa eficacia dos farmacos disponiveis para 0 manejo da DN e a
dificuldade do manejo farmacoterapico dos pacientes que apresentam esta condicao
dolorosa durante o tratamento quimioterapico, avaliamos a resposta do composto RI'Y09
em modelo de DN induzida por paclitaxel. Para isso foram realizadas administracdes
repetidas de paclitaxel, de forma semelhante aos protocolos descritos pelo nosso grupo
de pesquisa (BRAGA et al., 2020; MORAIS et al., 2018). Conforme estudos anteriores
(BRAGA et al., 2020; MORAIS et al., 2018) padronizamos a avaliagdo dos efeitos pelo
composto RIY09 no modelo de DN, bem como dos possiveis mecanimos de agdo
envolvidos, no sétimo dia ap6s a primeira administracdo de paclitaxel, pois apds esse
periodo ndo ocorre uma grande variacdo da magnitude da alodinia mecénica até 14° dia
de avaliagéo.

Como mencionado anteriormente, diversos estudos pré-clinicos exploraram o papel
antinociceptivo do oxido nitrico em modelos de dor nociceptiva e inflamatoria aguda,
mas poucos avaliaram sua atividade em modelos de dor cronica como a DN induzida por
paclitaxel. Todas as doses avaliadas do composto RIYQ9 apresentaram atividade
antinociceptiva, sendo que a maior dose avaliada (150 mg/Kg) aumentou o limiar
nociceptivo dos animais em todos os tempos avaliados. Além disso, também foi

observado que a maior dose avaliada do composto apresentou atividade antinociceptiva
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similar aquela da pregabalina, um anticonvulsivante empregado como primeira escolha

para o tratamento de pacientes com DN.

Naik et al., (2005) observaram que doadores de NO como nitroprussiato de sédio e S-
nitroso-N-acetilpenicilamina potencializam a hiperalgesia e alodinia, apresentando um
efeito pro-algico em animais que apresentavam DN sensibilizados por CCI. Além disso,
0 grupo de pesquisa observou aumento nos niveis de nitrato e nitrito no nervo isquiatico
sugerindo uma regulacdo local do NO na manutencdo da DN. Outros estudos também
demonstraram que a NNOS participa do desenvolvimento da DN e sua inibicdo parece
aumentar o limiar nociceptivo dos animais sensibilizados (LEE et al., 2018; LEE et al.,
2015). Entretanto, nossos achados vao na contraméo dessas informagdes, reforgando o
papel dual do NO na nocicepcédo, por meio da sua atividade antinociceptiva em modelo
de dor cronica como a DN induzida por paclitaxel. O efeito antinociceptivo do NO em
modelo de DN induzida por paclitaxel também pode ocorrer ap6s ativacdo da enzima
nNOS no SNC, demonstrando a importancia da atuacdo dessa enzima como potencial
mecanismo analgesico (ZHANG et al., 2019). Acredita-se que o NO concentra-se no
corno dorsal da medula espinhal e exerce seu efeito antinociceptivo por meio da
modulacdo da via descendente da dor por meio de interagcdes com mecanismos
noradrenérgicos e colinérgicos (MILLAN, 2002). A noradrenalina (NA) induz a ativagdo
da NO sintase gerando liberacdo de NO no corno dorsal, sendo este o responsavel por
parte da acdo antinociceptiva e pela prépria liberacdo de NA e consequente desinibicdo
da via descentende inibitoria da dor (MILLAN, 2002).

Diversos sdo 0s mecanismos envolvidos no desenvolvimento e na manutencdo da DN
causada por um agente quimioterapico (CAROZZI et al., 2015; SISIGNANO et al.,
2014). A sensibilizacdo induzida pelo paclitaxel pode estar associada a uma variedade de
alteracdes fisiologicas, como aumento de uma resposta inflamatoria por meio da produgéo
de mediadores inflamatdrios e/ou por ativagdo de células gliais no corno dorsal da medula
espinhal, uma anormalidade da transducao de estimulos decorrente de atividade alterada
de canais i6nicos (Nav, Kv e Ca%*), aumento da producio de ROS e uma inibigdo da via
descendente da dor responsavel pela modulacdo da ativacdo da via ascendente
(BOYETTE-DAVIS et al., 2015; SISIGNANO et al., 2014; NICKEL et al., 2012).
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Assim, o presente estudo também investigou 0s possiveis mecanismos que poderiam
contribuir para a atividade antinociceptiva do composto RIY09 no modelo de DN
induzida pelo paclitaxel. A administragdo prévia de naltrexona atenuou parcialmente a
atividade antialodinica do composto RIY09. Esse achado também é demonstrado por
outro estudo, onde a administracdo prévia de naloxonazina, um antagonista dos receptores
mu opioides, também reduziu a atividade antinociceptiva do NO produzido pela
administragdo direta de L-arginina no cortex pré-frontal medial, em um modelo de DN
induzida por lesdo no nervo isquiatico (RAISIAN et al., 2022). A via opioidergica
também pode ser ativada pelo nicorandil, droga que aumenta a concentracdo de NO,
justificando sua atividade antinociceptiva em modelos de dor inflamatéria por
carragenina, dor nociceptiva induzida por calor (DUTRA et al., 2015) e modelo de DN
induzida por paclitaxel (MORAIS et al., 2018).

Quando liberados, os peptideos opioides enddgenos (B-endorfina, encefalinas e
dinorfinas) interagem com receptores acoplados a proteina G transmembrana (receptores
mu, delta e kappa). Apds ativacdo do receptor opioide, ocorre inibicdo da enzima
adenilato ciclase e, consequentemente, reducdo da producdo intracelular de adenosil
monofosfato ciclico (AMPc), gerando fechamento dos canais para calcio voltagem
dependentes nas terminacdes pré-sinapticas, reduzindo a liberacéo de neurotransmissores.
A ativacdo de receptores opioides pos-sinapticos resulta na ativagdo de canais para K,
gerando efluxo desses ions e consequente hiperpolarizacdo. Esses receptores também
podem ser estimulados por opioides endégenos liberados por interneurdnios locais no
corno dorsal da medula espinhal, contribuindo para reducéo da transmissdo nociceptiva.
Dessa forma, a liberacdo de peptideos opioides enddgenos e, consequentemente, a
estimulacgdo dos receptores mu, inibe a transmisséo sinaptica na medula espinhal e tronco
cerebral, o que contribui para menor acesso da informac&o nociceptiva ao tdlamo e cortex
cerebral e, consequentemente, menor experiéncia dolorosa (FORNASARI, 2017). O
resultado do presente estudo indica que ha uma contribuicdo da ativacdo desses
mecanismos opioidérgicos para a atividade antinociceptiva do composto doador de NO
RIY09. Nao conseguimos afirmar se 0 composto RIYQ09 age diretamente em receptores
opioides ou estimulam a liberacdo de peptideos opioides endogenos, agdes que poderiam

contribuir para sua atividade antinociceptiva.
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Evidéncias crescentes tém demonstrado a participacdo dos canais Katp No processamento
nociceptivo (ZHU et al., 2015; XIA et al., 2014; ZOGA et al., 2010; KAWANO et al.,
2009; SARANTOPOULOS et al., 2003). Os canais Katp sdo formados pela combinagéo
de duas proteinas: Kir6 e SUR (receptor de sulfonilureia). Esses canais sdo inibidos por
altas concentracdes de ATP, que interage com as subunidades Kir6, e sdo ativados quando
a relacdo ADP/ATP aumenta, sendo que o ADP interage com as subunidades SUR
(NICOHLS, 2006). Os canais Katp S0 expressos em neurdnios sensoriais e tém papel
importante no processamento nociceptivo. Em modelos de DN induzida por CCI, ocorre
uma reducdo da expresséo de canais Katp, 0 que pode contribuir para a sensibilizacdo a
estimulos nocivos (SARANTOPOULOS et al., 2003). Zoga et al. (2010) também
demonstraram que esses canais sdo regulados negativamente nos DRG e em células de
Schwann ap6s ligadura de nervos espinhais, contribuindo, dessa forma, para a
sensibilizacdo que ocorre em modelos de DN. A inibicdo dos canais Katp nos DRG leva
a despolarizacéo e, consequentemente, facilitacdo da neurotransmissdo na via nociceptiva
(KAWANO et al., 2009).

Vérios estudos demonstraram o papel da ativacdo de canais Kate ha atividade
antinociceptiva de diversos farmacos analgésicos como morfina (RODRIGUES &
DUARTE; 2000), Dipirona (ALVES & DUARTE, 2002), diclofenaco (ALVES et al.,
2004) e fentanil (RODRIGUES et al., 2005). O NO também €é capaz de ativar varios
canais de K*, como Katp em diversos tecidos por meio da sinalizagdo GMPc. A atividade
antinociceptiva exercida por doador de NO foi reduzida pela administracdo de
glibenclamida um bloqueador de canais Katp. (GOMES et al., 2020; SACHS et al.,
2004). Estudos também mostram que os efeitos analgésicos da morfina e dipirona podem
depender da regulagdo positiva de Katp por meio da estimulacdo da proteina quinase G
(PKG), por ativacdo da via de sinalizacdo arginina/NO/GMPc (SACHS et al., 2004).
Entretanto, os resultados do presente estudo indicam que a atividade antinociceptiva do
composto R1'Y09 no modelo de DN induzida pelo paclitaxel parece ndo estar relacionada
com a ativacdo de Katp, pois a administracdo prévia de glibenclamida, ndo atenuou a

atividade desse doador de NO.

Por outro lado, o efeito antinociceptivo induzido pelo composto RI'Y09 no modelo de DN
induzida pelo paclitaxel foi atenuado pela administracdo prévia de AMZ251, um

antagonista de CB1. J& é bem elucidado a contribuicdo do sistema endocanabinoide no



85

processamento nociceptivo como em condi¢fes cronicas como a dor neuropatica. Esse
sistema em sintese é composto por receptores canabinoides acoplados a proteina G, CB1
e CB2, os endocanabinoides como por exemplo, anandamida e 2-araquidonoilglicerol, e
as enzimas envolvidos em seu metabolismo, como &cido graxo amino hidrolase (FAAH)
e monoacilglicerol lipase (MAGL). O sistema endocanabinoide pode atuar na modulagéo
nociceptiva no corno dorsal da medula espinhal regulando a transmissao nociceptiva
(CAMPOS et al., 2021). Os receptores CB1 sdo amplamente expressos em neurdnios do
sistema nervoso central e periférico, sendo presentes em estruturas como fibras sensoriais
pré-sinapticas e DRGs, possuindo uma grande contribuicdo na atividade antinociceptiva
de drogas agonistas, em diversos modelos experimentais de dor (CAMPOS et al., 2021;
PERTWEE, 2001). Além disso, € descrito que a ativacao do receptor CB1 desempenha
um papel importante na atividade antinociceptiva de ligantes canabindides em modelo
experimental de dor neuropatica (MEDEIRQOS et al., 2020). Ja receptores CB2 podem ser
expressos em células como gliais (microglia e astrécitos) e células do sistema imune e
sua ativacdo contribui para a acdo antinociceptiva de agonistas por reducdo da
hipersensibilidade inflamatoria (CLAYTON et al.,, 2022; CAMPOS et al., 2021;
HOSSAIN et al., 2020). A ativacao de receptores CB1 gera a inibi¢do da adenilato ciclase
e conquequentemente reducido de AMPc e bloqueio de canais de Ca?* voltagem
dependentes pré-sinapticos além de ativacao de canais de K* gerando uma modulacao da
transmissédo nociceptiva (CAMPOS et al., 2021; HOSSAIN et al., 2020). J& a ativacdo de
receptores CB2 inibe a adenilil ciclase, mas nio bloqueia canais de Ca?* ou ativa os canais
de K*, desempenhando um papel importante na modulacdo imune (CRISTINO et al.,
2020; HOSSAIN et al., 2020).

H& uma interacdo entre os receptores canabinoides precisamente CB1 e a NO sintase. A
ativacdo de CB1 por agonistas canabinoides estimula a producdo de NO, levando a
ativacdo da proteina Gi, aumentando a atividade da nNOS e consequemente diminuindo
a ativagdo neuronal (CARNEY et al., 2009). Além disso a ativagdo de CB1 por
endocanabinoides como anantamida estimula a atividade e a expressao de NOS
(MACCARRONE et al., 2000). Receptores CB2 quando estimulados também podem
ativar a via de sinalizagdo periférica da NO/GMPc/PKG/Katp, desencadeada por aumento
da expressdo NOS em DRGs, sendo esse o mecanismo responsavel pela reducdo da
alodinia mecéanica em modelo de dor inflamatéria cronica (NEGRETE et al., 2011).

Assim, demonstramos em nossos resultados que parte da atividade antinociceptiva do
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composto RIY09 ocorre pelo seu envolvimento na via endocanabinoide, mas néo
sabemos se sua atuagdo ocorre diretamente em receptores CB1 ou indiretamente por meio

da estimulacdo de liberacéo e/ou producédo de endocanabinoides.

Em nosso estudo, também observamos que a administracdo de paclitaxel aumentou as
concentragdes dos mediadores inflamatorios TNF-a, IL1-f ¢ CXCL1 nos DRG e talamo.
Por outro lado, o tratamento com o composto RIYQ9 reduziu a concentragdo desses
mediadores. Outros estudos demonstraram que o paclitaxel induz aumento das
concentracdes plasmaticas de diversas citocinas e quimiocinas inflamatorias, bem como
0 aumento da sua expressdo nos DRG, o que contribui para o desenvolvimento e a
manutencdo da DN induzida por esse agente quimioterapico (AL-MAZIDI et al., 2018;
WANG et al., 2012). A producdo aumentada desses mediadores inflamatérios, como
TNF-a e IL-1pB, provavelmente, estd associada a infiltragdo de macrdéfagos nos DRG’s
(ZHANG et al. 2016; SCHOLZ & WOOLF, 2007). O tdlamo é o principal local de
projecdo da via espinotalamica e est4 envolvido no processamento da informacédo
nociceptiva antes da transmissdo para o cortex cerebral (AB AZ1Z & AHMAD, 2006). O
aumento das concentragdes de citocinas, como TNF-a, CXCL-1 e IL-1p, no talamo
também parece estar envolvido no desenvolvimento de diferentes condi¢Ges dolorosas,
incluindo DN (BRAGA et al.,, 2020; DEL-REY et al.,, 2012; HESS et al, 2011,
APKARIAN et al., 2006). Esse aumento pode estar relacionado com maior ativacao de
células microgliais no talamo, o que contribui para hiperexcitabilidade neuronal (ZHAO
etal., 2007; BANATI et al., 2001).

Partindo-se da observacdo que paclitaxel acumula-se principalmente nos DRGs
(CAVALETTI et al., 2000), induzindo um aumento da expressdo e da concentracdo de
citocinas inflamatoérias (BRAGA et al., 2020; WANG et al., 2012) nessas estruturas, 0s
nossos resultados sugerem que os DRGs sdo importantes locais de atuacdo do composto
RIYQ9, principalmente na reducdo de mediadores inflamatérios. Além disso
demonstramos que ha aumento de citocinas inflamatdrias (IL-1B, TNF-a e CXCL-1) em
estrutras de processamento nociceptivo como o talamo em modelo de DN induzida por
paclitaxel. Esse achado ja foi observado pelo nosso grupo de pesquisa em trabalhos
anteriores (BRAGA et al., 2020) e em modelos de DN induzida por lesdes de nervos
(DEL-REY et al., 2012; ZHAO et al., 2007; APKARIAN et al., 2006). No presente

estudo, o tratamento com o composto RIY09 reduz a concentragéo de IL-18, TNF-a e
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CXCL-1 no talamo. Assim, a inibicao da producéo de citocinas inflamatorias no talamo
pode também representar um mecanismo importante que medeia a atividade
antinociceptiva de doadores de NO como o composto RIY09. WU et al., (2004)
demonstraram que um derivado de gabapentina liberador de NO é capaz de inibir o0 TNF-
a em um modelo de DN induzida por lesdo. Nossos resultados, assim como os de WU et

al., (2004) reforcam o papel antinociceptivo e anti-inflamat6rio do NO na DN.

Os resultados do presente estudo indicam uma boa perspectiva da investigacdo do
composto RIY09 como um candidato a farmaco para a farmacoterapia de quadros
dolorosos e inflamatdrios. Porém, a translacéo desses resultados pré-clinicos para ensaios
clinicos € uma grande limitacdo, tendo em vista a diferenca entre o elevado nimero de
substancias que sdo desenhadas e sintetizadas que apresentam atividade em modelos de
dor e inflamacdo durante estudo pré-clinico e o nimero real de farmacos analgésicos e
anti-inflamatorios que sdo aprovados por Orgdos reguladores. Em nosso estudo
pretendemos expandir nossa investigacdo avaliando a atividade do composto RIY09 em
outros modelos de inflamacéo crbnica para uma melhor caracteriza¢do da sua atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria, bem como aprofundar nos mecanismos envolvidos

em sua atividade.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, demonstramos que RIY09, um composto liberador de NO, apresenta
atividades antinociceptiva e anti-inflamatdria nos modelos experimentais avaliados.
Essas atividades podem ser decorrentes da reducdo do recrutamento de neutrofilos e
consequentemente da reducdo da producao de citocinas inflamatdrias e/ou ao aumento da
producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10. Além disso, parte da atividade
antinociceptiva do composto RI'Y09 pode ocorrer por sua atua¢do em vias opioidergicas
e/ou endocanabinoidérgicas, mas ndo por ativacdo de canais K*arp sensiveis. Esses
resultados reforcam o interesse na investigacdo de compostos doadores de NO como
candidatos a farmacos analgésicos e anti-inflamatérios, principalmente em condicfes

dolorosas de dificil manejo clinico como a DN.
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8. PERSPECTIVAS

Nossos resultados sdo importantes considerando a perspectiva do desenvolvimento de
novos farmacos, uma vez que os principais mecanismos envolvidos na acdo de fa&rmacos
analgesicos e anti-inflamatorios conhecidos incluem inibicdo da producéo, liberagdo ou
acao de mediadores inflamatdrios. Estudos adicionais devem ser conduzidos para
explorar o perfil de seguranga e a atividade do R1'Y09 em outros modelos experimentais
crénicos, assim como, elucidar melhor os mecanismos de a¢ao envolvidos nas atividades
antinociceptiva e anti-inflamatdria. Estudos que avaliem o perfil farmacocinético do
composto RIY09 quando administrado por via p.o., bem como, as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatoria do composto administrado por essa via também serdo

investigados.
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the investieation of NO donor compounds % candidates for analeesic and anti-inflammatory droes,

Acesso ao manuscrito completo: https://doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110913
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