UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ADRIANA MARTINS GODIN

ATIVIDADES DO 2-FTALIMIDOETANOL E DO NITRATO DE 2-F TALIMIDOETILA,
ANALOGOS FTALIMIDICOS DESTITUIDOS DO ANEL GLUTARIMI DICO, EM
MODELOS EXPERIMENTAIS DE DOR E INFLAMACAO

Belo Horizonte
2014



ADRIANA MARTINS GODIN

ATIVIDADES DO 2-FTALIMIDOETANOL E DO NITRATO DE 2-F TALIMIDOETILA,
ANALOGOS FTALIMIDICOS DESTITUIDOS DO ANEL GLUTARIMI DICO, EM
MODELOS EXPERIMENTAIS DE DOR E INFLAMACAO

Tese submetida ao Programa de Poés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito para
obter o grau de doutor em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientadores: Prof. Dr. Méarcio M. Coelho.

Prof. Dr. Renes R. Machado.

Belo Horizonte
2014



G585a

Godin, Adriana Martins.

Atividades do 2-ftalimidoetanol e do nitrato de 2-ftalimidoetila,
analogos ftalimidicos destituidos do anel glutarimidico, em modelos
experimentais de dor e inflamacao / Adriana Martins Godin — 2014.

124 1. :il.

Orientador: Marcio M. Coelho.

Coorientador: Renes R. Machado.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmacia, Programa de P6s-Graduagédo em Ciéncias
Farmacéuticas.

1. Agentes antiinflamatérios — Teses. 2. Analogos ftalimidicos —
Teses. 3. Dor — Teses. 4. Inflamacdo — Teses. 5. Edema — Teses. .
Coelho, Méarcio de Matos. Il. Machado, Renes R. Ill. Universidade
Federal de Minas Gerais. Faculdade de Farmécia. IV. Titulo.

CDD 615.1




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

UF M G

FOLHA DE APROVACAO

“ATIVIDADES DO 2-FTALIMIDOETANOL E DO NITRATO DE 2-
FTALIMIDOETILA, ANALOGOS FTALIMIDICOS DESTITUIDOS DO ANEL
GLUTARIMIDICO, EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE DOR E INFLAMAGAO”

ADRIANA MARTINS GODIN

Tese submetida & Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagio em CIENCIAS FARMACEUTICAS, como requisito para obtengdo do grau de
Doutora em CIENCIAS FARMACEUTICAS, é4rea de concentragio CIENCIAS
FARMACEUTICAS.

Aprovada em 25 de fevereiro de 2014, pela banca constituida pelos membros:

arcio de Matos Coelho - Orientador
UFMG

Pf,ow:m L. Gon =
Prof.

HVEN ) (‘j/\wl; :
Prof. Renes de Resende Machado - Coorientador
UFMG

SR
Prof.ﬁr:yd Paiva l§ulino :
UFTM

Prof. André Klein
UFMG

Belo Horizonte, 25 de fevereiro de 2014.




Dedicamos o grau de doutor

Aos meus pais, Ismar Godin e Zélia Martins Godin, e as minhas irmas,

Juliana M. Godin e Mariana M. Godin.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela oportunidade de ter realizado a graduacdo e a pos-graduacdo na

Universidade Federal de Minas Gerais.

Aos meus pais, Ismar Godin e Zélia Martins Godin e, a minha irma, Juliana M.
Godin, que, mesmo distantes, sempre se fizeram presentes em todos 0s momentos.

A minha irm&, Mariana M. Godin, pelo companheirismo e grande apoio.

Aos grandes orientadores, Prof. Marcio M. Coelho e Prof. Renes R. Machado, pela

orientacao, profissionalismo, incentivo e amizade.

Ao Prof. Angelo de Fatima, pela colaborac&o para o desenvolvimento dos anélogos
ftalimidicos. A doutoranda Débora P. Aradjo, pelo apoio e sintese dos analogos no
Laboratério de Quimica Organica no Departamento de Quimica do Instituto de

Ciéncias Exatas.

Ao Prof. Flavio A. Amaral, pela colaboracdo na realizacdo dos protocolos
moleculares. Ao Lucas S. Ribeiro e a Daiane Boff pelo auxilio na realizacdo desses

protocolos no Laboratoério de Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas.

Ao secretario do Programa da Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Eduardo
Castro, pelo grande profissionalismo e auxilio durante os periodos de mestrado e

doutorado.

A Maria Adelaide Fernandes e ao José Batista Viturino, pelo profissionalismo,
cooperacao e grande apoio.

De maneira especial, as colegas do laboratorio, Raquel R. Menezes e Ana Mercy

Siebra, pela grande ajuda no desenvolvimento do projeto e pela grande amizade.

Aos colegas do laboratorio, Ivo Melo, Giovanna Coura, Darly Soares, Julia Moura e
Rafaela Nogueira, pela grande ajuda na realizacdo dos protocolos experimentais e

pela amizade durante esses anos. Aos outros colegas, Wallace Ferreira, Marcela



Bini, Tamires Matsui, Carla Ribeiro, Mariana Almeida, Denise Sousa, luri Franco,

Elias Borges e Raphael Ferreira, pela amizade de sempre.

Aos colegas, Isabela César e Leandro S. Bastos, pelas ideias, profissionalismo e

amizade durante os periodos de mestrado e doutorado.

A Andrea E. D. Vieira, sempre presente no laboratério de farmacologia, pela grande

amizade durante os periodos de mestrado e doutorado.

Aos demais, que, de alguma forma, contribuiram para a realizagdo deste trabalho.

A FAPEMIG e A CAPES, pelo apoio financeiro.



“Sempre que ensinares, ensine também a duvidar do que se ensina.”
José Ortega y Gasset



RESUMO

O desenvolvimento de diferentes analogos ftalimidicos tem aumentado devido a
constatacao de que interagem com diferentes alvos moleculares, o que faz com que
essas substancias sejam consideradas candidatos a farmacos uteis no tratamento
de pacientes com varias doengas, incluindo aquelas com manifestacdes
inflamatorias e dolorosas. Além disso, a modificacdo molecular desses analogos de
modo a transformd-los em doadores de Oxido nitrico (NO), pode resultar em
substancias com maiores atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva. Assim,
propusemos a caracterizar os efeitos induzidos pelo 2-ftalimidoetanol (FTD-OH) e
pelo nitrato de 2-ftalimidoetila (FTD-NO), dois analogos ftalimidicos destituidos do
anel glutarimidico, em diferentes modelos experimentais de dor e inflamacdo em
camundongos e investigar 0s possiveis mecanismos que mediariam esses efeitos. O
interesse em substancias destituidas do anel glutarimidico deriva de observacfes
fornecidas por varios estudos indicando que a presenca desse grupo funcional esta
associada a um aumento do risco de ocorréncia de teratogénese em ensaios pré-
clinicos. Os analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO, bem como o farmaco usado
para comparacao, a talidomida (500 ou 750 mg/kg, p.o., -1 h), inibiram a primeira e a
segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido (1,84%, 10 ul, s.c.).
A maior dose (750 mg/kg, p.o., -1 h) dos analogos ftalimidicos e as duas maiores
doses (500 ou 750 mg/kg, p.o., -1 h) da talidomida inibiram a alodinia mecanica
induzida por carragenina (300 ug, 20 pl, i.pl.). Os analogos FTD-OH e FTD-NO (125,
250, 500 ou 750 mg/kg, p.o., -1 h), mas nédo a talidomida, inibiram o edema de pata
induzido por formaldeido ou carragenina. O FTD-OH e o FTD-NO (500 mg/kg, p.o., -
1 h) reduziram a atividade da mieloperoxidase (MPO) e apenas o FTD-NO (250 ou
500 mg/kg, p.o., -1 h) reduziu as concentracdes de TNF-a e CXCL1 na pata dos
animais injetados com carragenina. Os analogos FTD-OH e FTD-NO, bem como a
talidomida (500 mg/kg, p.o., -1 h), inibiram a alodinia mecanica em modelo de artrite
induzida por antigeno (mBSA). Esses dois analogos ftalimidicos apresentaram
atividade mais marcante do que a talidomida nesse modelo experimental, pois
inibiram também a migracéo celular e a producgéo de citocinas induzidas pela mBSA.
No modelo de alodinia mecanica induzida por constricdo do nervo ciatico, foram
observadas atividades do FTD-OH, do FTD-NO e da talidomida (500 mg/kg, p.o., -1
h). Em relacdo a capacidade de aumentar a concentracdo plasmatica de nitrito, uma
evidéncia indireta do estimulo a producdo de NO, observou-se que apenas 0O
analogo FTD-NO apresentou essa atividade. Apds a demonstracdo dos efeitos
antinociceptivo e antiedematogénico induzidos pelos analogos ftalimidicos FTD-OH
e FTD-NO, foi demonstrado que a atividade antiedematogénica envolve mecanismos
canabinoidérgicos e opioidérgicos ou a via da guanilato ciclase. A administracdo
prévia do antagonista do receptor CB1 (AM251; 8 mg/kg, i.p. -1,5 h) ou do receptor
opioide (naltrexona; 10 mg/kg, i.p. -1,5 h) ou do inibidor da enzima guanilato ciclase
(ODQ; 8 mg/kg, p.o. -1,5 h) atenuou a atividade antiedematogénica dos analogos
ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO. Concluindo, os resultados demonstraram os efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério induzidos por dois analogos ftalmidicos. A
caracterizagdo das atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria do FTD-OH e do
FTD-NO indica que os analogos ftalimidicos destituidos do anel glutarimidico
representam uma classe de substancias que podem ser exploradas visando o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de pacientes com condi¢cdes
inflamato6rias e dolorosas. Os resultados do presente estudo também podem
contribuir para aumentar o interesse na realizacdo de ensaios toxicologicos pré-



clinicos e de ensaios para avaliacdo de perfis farmacocinéticos dos analogos
ftalimidicos, etapas fundamentais para o avanco de pesquisas que teriam como
objetivo maior o desenvolvimento de novas alternativas farmacoterapéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: analogos ftalimidicos, 2-ftalimidoetanol, nitrato de 2-
ftalimidoetila, talidomida, 6xido nitrico, inflamacéo, dor, nocicepcao, edema.



ABSTRACT

As phthalimide analogues interact with different molecular targets, there is an
increasing interest in the evaluation of their potential as drug candidates in the
treatment of patients with various diseases including those with inflammatory and
painful manifestations. Furthermore, the development of phthalimide analogues
coupled to a nitric oxide (NO) donor may result in drugs with high anti-inflammatory
and antinociceptive activities. Thus, we aimed to characterize the effects induced by
two phthalimide analogues devoid of the glutarimide moiety, 2-phthalimidethanol
(FTD-OH) and 2-phthalimidethyl nitrate (FTD-NO), in experimental models of pain
and inflammation in mice and to investigate the underlying mechanisms of action.
There is increasing interest in phthalimide analogues devoid of the glutarimide moiety
as the presence of this functional group has been shown to be associated with
teratogenesis in preclinical assays. The phthalimide analogues, FTD-OH and FTD-
NO, and thalidomide, used as a comparator drug, at the doses of 500 or 750 mg/kg
(p.o., -1 h), inhibited the first and second phases of the nociceptive response induced
by formaldehyde (1.84%, 20 ul, s.c.). Only the highest dose of the phthalimide
analogues (750 mg/kg, p.o., -1 h) or the two highest doses (500 or 750 mg/kg, p.o., -
1 h) of thalidomide inhibited the mechanical allodynia induced by carrageenan (300
Mg, 20 pl, i.pl.). The two phthalimide analogues FTD-OH and FTD-NO (125, 250, 500
or 750 mg/kg, p.o., -1 h) also inhibited the paw edema induced by carrageenan or
formaldehyde. Both phthalimide analogues (500 mg/kg, p.o., -1 h) reduced the
activity of myeloperoxidase, but only FTD-NO (250 or 500 mg/kg, p.o., -1 h) reduced
the concentrations of TNF-a and CXCL1 in the paw of the animals injected with
carrageenan. FTD-OH, FTD-NO and thalidomide (500 mg/kg, p.o., -1 h) inhibited the
mechanical allodynia in the model of arthritis induced by antigen (mBSA). The two
analogues (500 mg/kg, p.o., -1 h) also inhibited the cell migration and cytokine
production induced by mBSA. In the model of mechanical allodynia induced by
chronic constriction injury, treatments with both analogues or thalidomide (500
mg/kg, p.o., -1 h) were effective. Regarding the ability to increase the plasma
concentration of nitrite, an indirect evidence of the production of NO, it was observed
that only the analogue FTD-NO exhibited this activity. In addition, it was
demonstrated that the antiedematogenic activity of the phthalimide analogues FTD-
OH and FTD-NO involves cannabinoidergic and opioidergic mechanisms and
activation of the guanylyl cyclase pathway. Prior administration of the CB1 (AM251, 8
mg/kg, i.p., -1.5 h) or opioid (naltrexone, 10 mg/kg, i.p. -1.5 h) receptor antagonists or
the inhibitor of the enzyme guanylyl cyclase (ODQ, 8 mg/kg, p.o., -1.5 h) attenuated
the antiedematogenic activity of the phthalimide analogues. Concluding, the results
demonstrated the antinoceptive and anti-inflammatory activities of the phthalimide
analogues FTD-OH and FTD-NO. The characterization of these activities indicates
that the phthalimide analogues devoid of the glutarimide moiety represent a class
that may be explored aiming the development of new drugs to be used in the
treatment of patients with inflammatory and painful conditions. These results may
also increase the interest in carrying out assays to evaluate the pre-clinical
toxicological profiles of these analogues and their pharmacokinetic parameters,
essential steps to the advance of research aiming the development of new
pharmacotherapeutic alternatives.

KEYWORDS: phthalimide analogues, 2-phthalimidethanol, 2-phthalimidethyl nitrate,
thalidomide, inflammation, pain, nociception, edema.
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1 INTRODUCAO

1.1 Inflamacéo e dor

Véarios estimulos exdgenos e enddgenos podem causar lesdo celular, o que
desencadeia uma reacdo complexa chamada inflamac&o. Embora os sinais da
inflamacé&o tenham sido descritos em alguns papiros egipcios de 3000 a.C., Celsus,
escritor romano do primeiro século d.C., foi o primeiro a citar os quatro sinais e
sintomas da inflamacao: rubor, tumor, calor e dolor (eritema, edema, calor e dor).
Posteriormente, Virchow adicionou outra alteracao, a functio laesa (perda de funcéo)
(Collins, 1999).

7

A inflamacdo é reconhecida como um processo que ocorre no tecido conjuntivo
vascularizado, envolvendo os leitos capilares, o plasma, as células circulantes, os
neurdnios sensoriais e 0s constituintes celulares e extracelulares desse tecido. Esse
processo tem como objetivo destruir, diluir ou isolar o agente lesivo e, também,
induzir uma série de eventos que contribuem para a cicatrizagdo e reconstituicdo do
tecido lesado. Entretanto, essa cascata de eventos pode prolongar e induzir leséo
tecidual pela liberacdo exarcebada de enzimas, mediadores inflamatérios e espécies

reativas de oxigénio ou nitrogénio (Tracey, 2002; Collins, 1999).

A inflamacgé&o pode se manifestar como um processo agudo ou cronico. A inflamagao
aguda tem duracao relativamente curta, de minutos, horas ou alguns dias, e suas
principais caracteristicas sdo o aumento do fluxo sanguineo, resultando em eritema,
seguido pelo extravasamento de plasma e de proteinas plasmaticas, que contribuem
para o desenvolvimento do edema. A migracao celular, outro fendbmeno marcante,
ocorre como resultado da producéo local de varios mediadores inflamatérios com
atividade quimiotatica e de alteracdes das proteinas de membrana do endotélio
vascular. Na fase inicial da inflamacédo, os neutrofilos sdo particularmente
prevalentes. A inflamacéo crénica € de longa duracdo e esta associada a presenca
de linfocitos e macrofagos, proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose
tecidual (Ryan & Majno, 1977; Rote, 1998; Sherwood & Toliver-Kinsky, 2004).
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Véarios mediadores inflamatérios, como bradicinina, prostaglandinas (PGSs),
leucotrienos, serotonina, histamina, substancia P, tromboxanos, fator de ativacao
plaquetéaria, adenosina, ATP, prétons e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
atuam no desenvolvimento da resposta inflamatoria. As citocinas sdo um grupo
diversificado de peptideos e glicopeptideos que coordenam e ativam as respostas
das células do sistema imune. As citocinas séo secretadas por diferentes células em
resposta a uma variedade de estimulos e induzem efeitos caracteristicos sobre o
crescimento, a motilidade, a diferenciacdo e a funcdo das células alvo. Essas
substancias também atuam em varios processos como cicatrizagdo, hematopoese e
angiogénese. Uma determinada citocina pode ser secretada individualmente ou
como parte de uma resposta coordenada, juntamente com outras citocinas nao
relacionadas. Além disso, uma citocina pode induzir a expressao de outras citocinas
ou mediadores, induzindo, assim, uma cascata de efeitos bioldégicos que amplificam
a resposta inflamatéria e influenciam a sua evolucdo (Collins, 1999; Sherwood &
Toliver-Kinsky, 2004). Interleucinas (ILs), interferons (IFNs), fatores estimuladores de
colonia (CSFs), quimiocinas e o fator de crescimento transformante beta (TGF()

fazem parte desse grupo.

Além dessas citocinas, destacam-se os fatores de necrose tumoral (TNFs),
mediadores que exercem um papel fundamental nas inflamacfes aguda e crbnica e
no desenvolvimento de desordens autoimunes e cancer. Entre os diversos tipos de
TNF, destacam-se o TNF-a e o TNF-B, produzidos principalmente por macrofagos e
linfocitos T, respectivamente (Tansey & Szymkowski, 2009). As interacdes dos TNFs
com seus receptores, TNFR1 ou TNFR2, podem resultar na ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e da proteina ativadora-1 (AP-1), responsaveis
pela transcricdo de genes para citocinas inflamatoérias diversas. Além de estimularem
a producao de varios mediadores inflamatorios, os TNFs podem induzir apoptose,

formacao de espécies reativas de oxigénio e necrose celular (Chu, 2013).

Os mediadores inflamatérios também induzem a ativacdo ou a sensibilizacdo de
neurbnios sensoriais, 0 que pode resultar em dor, alodinia ou hiperalgesia. A dor é
definida pela International Association for the Study of Pain como uma experiéncia
desagradavel que envolve aspectos sensoriais e emocionais, geralmente associada
a uma lesdo real ou potencial. A alodinia é a dor induzida por estimulos que, em

condi¢cdes normais, ndo provocam dor, enquanto a hiperalgesia € a dor mais intensa
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induzida por um estimulo que originalmente € doloroso (Collins, 1999; Julius &
Basbaum, 2001).

A dor é uma das modalidades sensoriais resultante da integragdo de varios niveis
neurais, compreendendo, na maioria dos casos, a deteccao do estimulo na periferia
e 0 processamento em areas superiores do sistema nervoso central (SNC). Existem
quatro categorias principais de dor. A dor nociceptiva é induzida por estimulos
nocivos de naturezas térmica, quimica ou mecanica que ativam diretamente 0s
neurbnios sensoriais de didmetro médio e levemente mielinizados, denominados
nociceptores Ad, e 0s neurbnios sensoriais de menor diametro e ndo mielinizados,
denominados de nociceptores C. A dor inflamatéria estd associada a producéao de
varios mediadores inflamatorios, como citocinas, eicosanoides, serotonina,
histamina, substancia P e adenosina, que ativam ou sensibilizam o0s nociceptores,
levando a alteracdes funcionais de neurbnios do SNC. Entre esses mediadores,
destaca-se o0 TNF-a que esta envolvido na sinalizacdo nociceptiva e
hiperexcitabilidade neural (Leung & Cabhill, 2010; George et al., 1999; Schfers et al.,
2003; Sacerdote et al., 2008). A dor neuropatica decorre de les6es ou disfuncédo do
SNC ou de nervos. Condicbes como sindrome do tunel do carpo, lesdo da medula
espinhal ou acidente vascular cerebral podem causar dor neuropatica, que €
caracterizada por uma combinacdo de compromentimentos neuroldgicos e dor. A
dor funcional estd vinculada com o funcionamento e/ou reatividade anormal do
sistema nervoso e pode ser exemplificada pela cefaleia tensional (Julius & Basbaum,
2001; Scholz & Woolf, 2002).

1.2 Farmacos anti-inflamatérios e analgésicos

Alguns sinais e sintomas da inflamacao aguda, como dor e edema, podem causar
desconforto aos pacientes. A resposta inflamatéria cronica também pode resultar em
dor e edema, bem como em outras complicaces indesejaveis devido a destruicdo
tecidual. Nesses casos, as intervencdes farmacoterapéuticas mais comuns
envolvem o uso de farmacos que reduzem o processo inflamatério por meio da

inibicdo da producdo, da liberacdo ou da acdo de mediadores inflamatérios ou
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mesmo que induzem a producdo de fatores enddgenos com propriedades anti-

inflamatorias.

Anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs) (Livingston 2000; Papich, 2000; Vane,
1971) apresentam grande eficacia como agentes analgésicos e antiedematogénicos.
Por outro lado, os anti-inflamatérios esteroides (AIES), por apresentar atividade anti-
inflamatoria mais ampla do que aquela apresentada pelos AINEs, séo utilizados por
pacientes com doencas inflamatdrias cronicas, principalmente de origem auto-imune
(Barnes & Adcock 1993). Além dos AINEs, Uteis para o alivio da dor, outra classe
farmacoldgica muito usada é a dos analgésicos opioides (Papich, 2000).

Entretanto, para diversas condi¢des dolorosas, esses farmacos séo ineficazes e, por
isso, alguns farmacos, originalmente aprovados para outras finalidades terapéuticas,
tém sido usados para o alivio da dor associada ou ndo a condigbes inflamatorias.
Antidepressivos triciclicos, exemplificados pela amitriptilina, tém sido usados na
profilaxia de enxaqueca, fibromialgia, neuropatia diabética e lombalgia persistente
(Chan et al., 2009). Anticonvulsivantes (carbamazepina, fenitoina, gabapentina,
topiramato), agonistas alfa-2 adrenérgicos (clonidina) e antagonistas de receptores
NMDA (cetamina) também tém sido usados para o alivio de dores neuropaticas
(Brower, 2000; Kamibayashi & Maze, 2000; Park & Moon, 2010).

1.3 Acoplamento de doadores de 6xido nitrico (NO) a os farmacos anti-

inflamatorios e analgésicos

O NO é uma molécula simples que exerce varias funcdes fisiolégicas e nao
fisiol6égicas. Presente em quase todas as células, o NO desempenha diferentes
atividades como controle do tbnus vascular, neurotransmissao, inducdo da
expressao génica de fatores de transcricdo, regulacdo da funcdo imunoldgica e da

apoptose (Coleman, 2001; Korhonen et al., 2005; Nagy et al., 2007).

Existem diferentes mecanismos moleculares que medeiam as atividades bioldgicas
do NO. Primeiro, o NO regula a atividade de diversas enzimas, por meio da reacéo

com 0S metais de transicdo, como ferro, cobre e zinco, presentes nos grupos
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prostéticos dessas proteinas. A principal sinalizagcdo mediada pelo NO ocorre por
meio da ativagdo da enzima citosolica guanilato ciclase, resultando na formacéo de
GMP ciclico (GMPc). Segundo, o NO € capaz de modificar os residuos de cisteina
por meio de uma reacdo de S-nitrosilacdo. Essa modificacdo pode alterar as
atividades de diversas proteinas envolvidas na regulagdo celular. Terceiro, o NO
reage rapidamente com o anion superoxido (O2), resultando na formacdo de
peroxinitrito (ONOO"), um forte oxidante capaz de modificar proteinas, lipidios e

acidos nucléicos (Gow et al., 2004; Korhonen et al., 2005).

E importante mencionar que o NO exibe 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). Por exemplo, o NO pode induzir efeitos
oxidante ou antioxidante em lesdes vasculares (Patel et al., 2000), facilitacdo ou
inibicdo do processamento periférico da resposta nociceptiva (Duarte et al., 1992;
Duarte & Ferreira, 1992; Prado et al., 2002; Hancock et al., 2008), efeitos
inflamatoérios ou anti-inflamatorios em modelos experimentais (Coleman et al., 2001;
Korhonen et al., 2005; Abramson et al., 2008) e, ainda, facilitacdo ou inibicdo da

apoptose (Taylor et al., 2003).

O NO pode exercer sinalizacdes importantes na regulacéo da resposta imunologica
como a inibicdo do NF-kB (Matthews et al.,, 1996), resultando na diminuicdo da
sintese de mediadores inflamatorios. Varios estudos demonstraram o efeito inibitorio
induzido pelo NO sobre a ativacdo do NF-kB induzida por IL-13 (Katsuyama et al.,
1998; Rosa et al., 2008), TNF-a (Peng et al., 1995; Reynaert et al.,, 2004) ou
lipopolissacarideo (LPS) (delaTorre et al., 1999). Em relacdo aos efeitos induzidos
pelo NO sobre a regulacdo direta da sintese do TNF-a, ha resultados opostos
provenientes de estudos in vitro nos quais foram utilizadas diferentes linhagens
celulares. Eigler et al. (1995) e Huang et al. (1998) demonstraram a inibicdo e o
aumento, respectivamente, da sintese dessa citocina induzida por NO. Também, ha
descricdo de efeitos opostos induzidos pelo NO sobre a sintese de outras citocinas.
Por exemplo, foi demonstrado que o NO inibe e aumenta a sintese da IL-12 e do
TNF-a, respectivamente, em macréfagos estimulados por LPS e IFN-y (Huang et al.,
1998).
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O NO também regula a atividade dos neutrofilos. Estudos in vitro demonstraram que
o NO inibe a degranulacdo e a formacédo de fatores quimiotaticos e de espécies
reativas em neutréfilos ativados (Clancy et al., 1992; Moilanen et al., 1993). O NO
também regula o recrutamento dessas ceélulas para o foco inflamatério por meio da
diminuicdo do rolamento e da adesdo no endotélio vascular e da inibicdo da
producdo das moléculas de adesdo (Kosonen et al., 2000; Lefer et al., 1999;
Lindemann et al., 2000).

A partir do conhecimento das atividades biolégicas do NO, algumas linhas de
pesquisa focaram na modulacdo dessas atividades, por meio do aumento ou da
inibicdo da sua formacéo. A inibicdo da producédo de NO é uma estratégia que pode
contribuir para atenuacao de varios parametros inflamatoérios, uma vez que € comum
observar um aumento da expressdo do gene da iINOS e da producdo de NO em
sitios inflamatoérios. Essa molécula esta envolvida na imunidade inata como um
agente citotoxico em processos infecciosos e esta presente em altas concentracdes
nos tecidos de pacientes com artrite reumatoide ou asma. Assim, a identificacdo de
inibidores seletivos para essa enzima poderia prevenir o excesso da liberacado de
NO nos tecidos alvos e, consequentemente, atenuar sinais e sintomas da inflamacgao
(Korhonen et al., 2005; Nagy et al., 2007; Coleman, 2001).

Por outro lado, considerando que em algumas doencas a producdo de NO esta
reduzida, outras abordagens tiveram como objetivo fornecer um suplemento desse
mediador por meio do uso de substancias acopladas com um agrupamento doador
de NO. Duas classes de farmacos conhecidos e amplamente usados, as quais tém
sido acoplados doadores de NO, séo os AINEs e AIEs. Entre os farmacos acoplados
a doadores de NO podem ser mencionados o acido acetilsalicilico (Fiorucci et al.,
2000; Turnbull et al., 2008), o paracetamol (Romero-Sandoval et al., 2007), o
naproxeno (Young et al., 2005) e a prednisolona (Tallet et al., 2002). Esses farmacos
acoplados a doadores de NO demonstraram melhor perfil farmacolégico, seja por
meio do aumento da eficicia terapéutica ou da reducdo da ocorréncia de reagdes
adversas (Keeble & Moore, 2002; Fiorucci, 2001; Miller & Megson, 2007).

Por exemplo, Fiorucci et al. (2000) demonstraram que a sustancia NCX-4016,

resultado do acoplamento de um doador de NO ao &cido acetilsalicilico, inibe a
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producéo de citocinas inflamatérias. O NCX-4016 inibe a producgéo das citocinas IL-
1B, IL-8, IL-12, IL-18, IFN-y e TNF-a por mondcitos estimulados por LPS. O &cido
acetilsalicilico e o analogo hidroxilado NCX-4017 ndo apresentam essa atividade
(Figura 1). Testes in vitro demonstraram que a substancia NCX-4016, mas ndo o
acido acetilsalicilico e 0 NCX-4017, libera NO e a formag¢do de GMPc intracelular,
efeitos essenciais para explicar as diferentes atividades dessas trés substancias.
Além disso, diferentemente do NCX-4016, o NCX-4017 diminui a viabilidade celular
e, em determinadas concentra¢des, induz morte celular. E interessante observar que
a substituicdo do doador de NO pela hidroxila resultou em uma substéncia citotoxica
e sem atividade farmacoldgica de interesse.

D 0 ___.-'-:"-H"\-\.‘ 0 __,.-":'ﬁH'H
| o
[flzzT’LL'oH [|"’“="~-v-’“~~a-*'J:*tv*’“““"”H [|ﬂ*-“~"’“"~gf oo,
H"u.iﬁ; H"D . -f.-'::ﬁ‘*-nD HH_::;:'"MD
-':-:"L'\-\. _,-:L -‘JN_\
0~ CHj 0™ "CH; 0~ "CHj
Acido NCX-4017 NCX-4016

acefilsalicilico

Figura 1 - Estruturas quimicas do &cido acetilsacilico e se  us analogos NCX-4017 [ndo
acoplado com doador de NO — (hidroximetil)fenil] e NCX-4016 [acoplado com doador de NO —
(nitrooximetil)fenil)]. Fonte: Fiorucci et al., 2000.

1.4 Talidomida como candidata a farmaco analgésico

Outra classe de substancias que tem sido muito investigada em diferentes condicdes
dolorosas e inflamatdrias € derivada da ftalimida (Figura 2). Efeitos marcantes
induzidos por substancias ftalimidicas sobre varias vias bioquimicas importantes
para 0 processamento nociceptivo e para o0 desenvolvimento da resposta
inflamatoria foram amplamente demonstrados em varios ensaios farmacologicos pré-
clinicos in vitro e in vivo. Ao longo do tempo, a talidomida (N-ftalimidoglutarimida)
destacou-se entre as varias substancias ftalimidicas devido as suas inumeras

atividades biologicas (Sharma et al., 2010).
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Figura 2 - Estruturas quimicas da ftalimida (A) e da talidomid  a (B).

A talidomida foi desenvolvida na década de 1950 pelo laboratorio alemao Chemie
Grunenthal visando o tratamento de pacientes com epilepsia, uma vez que a sua
estrutura quimica se assemelhava aquela dos barbittricos (Brynner & Stephens,
2001; Hashimoto, 2002). ApGs a realizacdo de ensaios pré-clinicos que mostraram a
falta de eficacia em modelos experimentais de epilepsia, mostrou-se ser um sedativo
seguro. Ensaios limitados realizados em roedores mostraram que a talidomida néo
apresentava toxicidade. Em funcdo dessas evidéncias, ensaios clinicos foram
iniciados na Alemanha, uma vez que ndo havia uma regulamentacao rigida pelas
agéncias de fiscalizacdo para a aprovacao e o acompanhamento desses ensaios
(Brynner & Stephens, 2001; Gaudilliere & Volker, 2012).

Em 1957, a talidomida passou a ser comercializada como um sedativo e hipnotico.
Considerada um farmaco seguro, uma vez que o risco de morte decorrente do uso
de dose excessiva era muito menos provavel do que aquele associado ao uso dos
barbittricos, passou a ser usada na Europa, Australia, Asia e América do Sul. A
talidomida também passou a ser usada amplamente como antiemético por mulheres
gravidas. Nos Estados Unidos, a talidomida ndo foi aprovada pela agéncia
regulatéria Food and Drug Administration (FDA), devido a indicios de
neurotoxicidade diagnosticados em alguns pacientes (Fullerton & Kremer, 1961;
Brynner & Stephens, 2001).

ApoOs quatro anos de comercializacdo da talidomida em varios paises, William

Mcbride (Australia) e Widukind Lenz (Alemanha) descreveram o aparecimento de
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malformac¢des em recém-nascidos cujas maes foram expostas a talidomida durante
a gravidez (Lenz, 1962; Mcbride, 1961). Em outros paises, inUmeros meédicos
confirmaram o relato desses dois investigadores. No final de 1961, a talidomida foi
retirada do mercado devido a sua associacdo com a ocorréncia de malformacdes em
recém-nascidos (Pliess, 1962; Sommers, 1962; Speirs, 1962; Ward, 1962). Na
época, ndo havia uma compreensdo adequada sobre estudos toxicol6gicos em
animais. Apos algumas investigacoes, foi constatada que a avaliacdo dos riscos de
teratogenicidade em ensaios toxicoldgicos realizados apenas em roedores fornecia
resultados que proporcionavam uma falsa ideia de seguranca. Varios estudos
demonstraram teratogenicidade evidente induzida pela talidomida em coelhos, mas
nao em ratos ou camundongos (Felisati & Knapp, 1962; Fratta et al., 1965; King &
Kendrick, 1962; Schumacher et al, 1968; Vickers et al., 1967). A partir desse grave
episodio, as agéncias regulatérias foram reorganizadas com novas leis e normas
mais rigidas e responsaveis para a aprovacao de ensaios pré-clinicos e clinicos de

candidatos a farmacos (Brynner & Stephens, 2001; Gaudilliere & Volker, 2012).

Apesar da retirada da talidomida do mercado, investigacdes sobre a sua atividade
farmacoldgica continuaram a ocorrer. Inicialmente, de forma inesperada, o médico
israelense Jacob Sheskin relatou a eficacia da talidomida no tratamento de um
paciente com eritema nodoso hansénico (ENH) (Sheskin, 1965). A talidomida
promoveu a cicatrizacao das lesdes de pele e reduziu a febre e a insénia (Pearson &
Vedagiri, 1969; Sheskin, 1965; Waters, 1971). A partir dessa descoberta, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) coordenou um estudo com milhares de
pacientes com ENH. Os resultados mostraram que, apos algumas semanas de
tratamento com a talidomida, houve completa remissdo da doen¢a na maioria dos
pacientes (lyer et al., 1971). Posteriormente, foi demonstrada a eficacia da
talidomida no tratamento de pacientes com sindrome de Behcget (Hamza 1986;
Mascaro et al., 1979), doenca do enxerto contra hospedeiro apds o transplante de
medula 6ssea (Lim et al., 1988; McCarthy et al., 1989) ou com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida apresentando Ulceras orais (Jacobson et al., 1997; Youle

et al., 1989) ou desnutricdo (Reyes-Teran et al., 1996).

Em 1998, o FDA aprovou a utilizacdo da talidomida para o tratamento de pacientes

com ENH apo6s maiores investigagdes dos efeitos induzidos pela talidomida sobre o
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sistema imunoldgico (Sampaio et al., 1993) e o desenvolvimento de um Sistema de
Educacdo e Seguranca de Prescricdo da Talidomida (STEPS) (Nightingale, 1998;
Zeldis et al., 1999). Apdés 40 anos, houve a reintrodugdo da talidomida na
farmacoterapia com novos usos, novas pesquisas clinicas e acompanhamento rigido

do seu perfil de seguranca pelas agéncias regulatorias (FDA 1).

As propriedades imunossupressoras da talidomida foram Uteis para justificar o seu
uso no tratamento de pacientes com diversas doencas para as quais ha poucas
opcOes de tratamento. Véarios estudos demonstraram a eficacia da talidomida no
tratamento de pacientes com artrite reumatoide (Gutierrez-Rodriguez, 1984), lUpus
eritematoso sistémico (Atra & Sato, 1993; Stevens et al.,, 1997), tuberculose
(Tramontana et al., 1995) e doenca de Crohn (Fishman et al., 1999; Wettstein &
Meagher, 1997). Nos ultimos anos, também foi demonstrada a eficacia da talidomida
para o tratamento de pacientes com mieloma multiplo (Juliusson et al., 2000; Kumar
et al.,, 2004a; Singhal et al., 1999). A partir dessas evidéncias, comegou a ser
investigada a eficacia da talidomida no tratamento de pacientes com cancer renal
(Stebbing et al., 2001; Eisen et al., 2000), cancer de prostata metastico (Macpherson
et al., 2003) e melanoma metastatico (Pawlak & Legha, 2004; Reiriz et al., 2004).
Em 2006, o FDA aprovou a utlizacdo da talidomida em combinagcdo com
dexametasona para o tratamento de pacientes recém-diagnosticados com mieloma
multiplo (FDA 2; Rajkumar et al., 2002; Weber et al., 2003). As principais rea¢des
adversas induzidas pela talidomida foram sonoléncia, constipacdo, lesdes
eritematosas, neuropatia periférica e trombose venosa, que ocorreram de forma
dose-dependente (Ghobrial & Rajkumar, 2003).

A eficacia da talidomida para o tratamento de pacientes com diferentes doencas
estimulou investigacbes sobre os mecanismos de acdo que explicassem as suas
atividades imunossupressora e anti-inflamatoria. O primeiro efeito induzido pela
talidomida a ser demonstrado foi a inibicdo da sintese de TNF-a por meio da
degradacdo do seu mRNA em células mononucleares de sangue periférico (PBMC)
estimuladas por LPS (Moreira et al., 1993; Sampaio et al., 1991). Os beneficios
conferidos pela talidomida durante tratamento dos pacientes com desordens
autoimunes foram, inicialmente, atribuidos a reducdo das concentracdes de TNF-a
(Sampaio et al., 1993; Mattews & McCoy, 2003).
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Entretanto, os efeitos imunomodulatérios induzidos pela talidomida sdo variaveis,
dependendo do tipo de célula ativada ou do estimulo aplicado. Além da capacidade
de inibicdo da producdo de TNF-a por cultura de PBMC estimulada por LPS
(Sampaio et al., 1991; Moreira et al., 1993), a talidomida aumenta as concentracdes
de TNF-a e de outras citocinas como IL-2, IL-12 e IFN-y quando essas células séo
estimuladas por anticorpos anti-CD3 (Corral et al., 1999; Haslett et al., 1998; Marriott
et al., 2002). Em cultura de células leucémicas HL-60, a estimulagdo por acido
ocadéico ou acetato de tetradecanoilforbol induz aumento de producdo de TNF-a. A
producdo dessa citocina estimulada por &acido ocadéico ou acetato de
tetradecanoilforbol pode ser inibida ou aumentada, respectivamente, pela talidomida
(Hashimoto, 2002). Nishimura et al. (1994) também demonstraram que talidomida
aumenta a producdo de TNF-a por outras linhagens de células leucémicas. Outros
estudos in vitro mostraram a inibicdo ou o aumento das concentracdes de TNF-a
induzidas pela talidomida em diferentes células mononucleares estimuladas por LPS
(Shannon & Sandoval, 1996).

Os efeitos opostos induzidos pela talidomida, especificamente sobre a producéo de
TNF-a, podem influenciar o quadro clinico apresentado pelo paciente, dependendo
do estado da doenca, da variacdo de ativacdo do sistema imunolégico e das vias de
sinalizacdo presentes. Por exemplo, Sampaio et al. (1993) demonstraram a
diminuicdo das concentracdes plasmaticas de TNF-a em pacientes com ENH
tratados com a talidomida, enquanto Jacobson et al. (1997) demonstraram efeito
oposto em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Nesse ultimo
estudo, houve aumento na producdo do RNA viral no grupo de pacientes tratados
com o farmaco apés quatro semanas, um efeito que pode estar relacionado com a
maior replicacdo do virus em células infectadas induzida por TNF-a (Poli et al.,
1990). Em relacdo aos sinais e sintomas dos pacientes, houve uma melhora no
quadro clinico com a cicatrizagdo das Ulceras aftosas e alivio da dor (Jacobson et
al., 1997). Outra atividade demonstrada para a talidomida foi a coestimulacdo de
linfécitos T e maiores proliferacdo e citotoxicidade dessas células (Haslett et al.,
1998). Essa atividade mostrou-se importante para o aumento da resposta

imunologica a antigenos tumorais durante o tratamento de pacientes com cancer.
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As atividades da talidomida n&o se restringem a modulacdo da producédo de TNF-a.
Alguns estudos demonstraram a sua capacidade de inibir a ativagdo de NF-kB (Jin
et al., 2002; Keifer et al., 2001; Lv et al., 2007; Majumdar et al., 2001). Esse fator de
transcricdo é um alvo molecular interessante a ser explorado em estudos visando o
desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatorios, uma vez que esta envolvido
na génese de varias desordens inflamatorias e dolorosas (Didonato et al., 2012;
Niederberger & Geisslinger, 2008; Tak & Firestein, 2001). NF-kB regula a transcricao
de genes que codificam varios mediadores e enzimas com papel importante no
processo inflamatério, incluindo citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2), fatores de adesdo e proteinas envolvidas em
apoptose celular (Pahl, 1999).

Payvandi et al. (2004) também demonstraram que a talidomida inibe a expresséo do
gene que codifica a enzima COX-2. Esse efeito é importante, uma vez que o
aumento da expressdo do gene que codifica COX-2 ocorre em varias desordens
inflamatoérias e neoplasicas (Williams et al., 1999; Greene et al.,, 2011), incluindo
cancer de pulmdes (Khuri et al., 2001), cérebro e pescoco (Zweifel et al., 2002) e
processos de angiogénse (Sengupta et al., 2003; Tsuijii et al., 1998), bem como em
processos dolorosos associados a neuropatias (Kellogg & Pop-Busui, 2005; Ma &
Eisenach, 2003) e dor inflamatéria (Samad et al., 2001). A talidomida também
diminui a expresséo de genes que codificam moléculas de adesdo como as E- e L-
selectinas e a VCAM-1, responsaveis pelo recrutamento de leucécitos para a area
de inflamacdo, uma atividade que também pode contribuir para a atenuacdo da
resposta inflamatoria. Entretanto, os efeitos induzidos pela talidomida sdo mais
complexos, uma vez que, além da inibicAo da producdo dessas moléculas, foi
demonstrado o aumento da producdo da molécula de adesao ICAM-1, indicando que

o farmaco pode modular a migracao de leucécitos (Geitz et al., 1996).

Outros estudos demonstraram a atividade antiangiogénica da talidomida,
independentemente do seu efeito imunomodulatério. A talidomida inibe a
angiogénese induzida pelo fator de crescimento basico de fibroblasto (FGFb) ou pelo
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (D’Amato et al., 1994; Kenyon et al.,
1997; Kruse et al.,, 1998). Essas observacbes aumentaram o interesse dos

pesquisadores em investigar os potenciais beneficios do farmaco no tratamento de
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pacientes com cancer (Kumar et al., 2002; 2004b; Richardson et al., 2002a), uma
vez que a angiogénese esta envolvida no desenvolvimento de tumores (Folkman,
1974). Entretanto, alguns estudos clinicos ndo encontraram uma correlacao entre as
alteracdes na producao dos fatores angiogénicos e a evolucgao clinica dos pacientes
tratados com a talidomida (Baidas et al., 2000; Reiriz et al., 2004; Pinter et al., 2008;
Young et al., 2012).

Além da eficacia analgésica da talidomida observada em pacientes com ENH ou
desordens autoimunes (Matthews & McCoy, 2003), essa atividade foi observada em
pacientes com mieloma multiplo que apresentavam a sindrome de dor regional
complexa (CRPS), conhecida como distrofia simpética reflexa. Os sinais e sintomas
mais comuns dessa sindrome sdo dor, alodinia, edema, disfungcdo autonémica e
movimentos desordenados (Schwartzman et al., 2009). O tratamento com a
talidomida resultou no alivio da dor, o que contribui para a reducdo do uso de
analgésicos tradicionais por alguns pacientes (Rajkumar et al., 2001; Schwartzman
et al., 2003).

Apés as investigacdes da atividade imunomodulatéria da talidomida, alguns estudos
avaliaram o efeito induzido por esse farmaco em modelos experimentais de dor
neuropatica, uma vez que a atividade supracitada poderia diminuir a
neuroinflamacéo e, consequentemente, induzir efeito antinociceptivo. George et al.
(2000) e Sommer et al. (1998a) demonstraram a atenuacao da hiperalgesia térmica
e da alodinia mecéanica induzidas por constricdo do nervo ciatico em animais
tratados com a talidomida. A atenuacao da alodinia e da hiperalgesia induzida pela
talidomida observada no estudo de George et al. (2000) foi associada a reducéo e
ao aumento das concentragbes de TNF-a e de IL-10 endoneuroniais,
respectivamente, e a um aumento do conteido de met-encefalina no corno dorsal da
medula espinhal. Andrade et al. (2012), por sua vez, demonstraram que a talidomida
reduz as hipersensibilidades térmica e mecéanica em animais com constricdo do
nervo ciatico, associada a reducdo da producédo de TNF-a e da expressédo do gene
para o receptor TNFR1 na medula espinhal.

Seguindo a descoberta das atividades imunomodulatoria, anti-inflamatoria,

antinociceptiva e antiangiogénica da talidomida, a sintese de analogos ftalimidicos
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que apresentem maior atividade farmacoldgica e melhor perfil de seguranca tem

sido apresentada como um objetivo importante.

1.5 Novos analogos ftalimidicos como candidatos af  &rmacos analgésicos

Ao longo das duas ultimas décadas, diferentes grupos de pesquisa sintetizaram
varias substancias que foram coletivamente chamadas de analogos da talidomida,
embora algumas apresentem diferencas estruturais muito marcantes em relacéo ao
farmaco original (Corral & Kaplan, 1999; Hashimoto 2002; 2008; Muller et al., 1996).
Em alguns casos, as substancias sintetizadas apresentam estruturas caracterizadas
pela presenca dos anéis ftalimidico e glutarimidico, com varias substituicbes, o que
determina maior semelhanca estrutural em relacdo a talidomida. Entretanto, em
outros casos, a semelhanca estrutural com a talidomida é muito reduzida, uma vez
que as substancias sintetizadas contém apenas um dos anéis, com substituicdes
diversas. O objetivo maior desses estudos foi a obtencédo de substancias com maior

atividade imunomodulatéria e melhor perfil de seguranca.

Inicialmente, uma série de substancias substituidas foram planejadas e sintetizadas,
resultando em anélogos mais potentes que a talidomida em relacdo a inibicdo da
producdo de TNF-a (Corral et al., 1996; 1999; Muller et al., 1999). Apos a realizacao
de ensaios pré-clinicos, nos quais foram avaliados os perfis farmacoldgicos,
incluindo farmacocinético, e toxicologico, foram identificadas duas substancias, CC-
5013 (lenalidomida) e CC-4047 (pomalidomida) (Figura 3), com grande potencial
para o tratamento de pacientes com cancer. Varios ensaios clinicos avaliaram os
efeitos induzidos pela lenalidomida e pela pomalidomida, de forma isolada ou
associada a outros farmacos, em pacientes com mieloma mdultiplo (Bartlett et al.,
2004; Dimopoulos et al., 2007; Lacy et al., 2009; Richardson et al., 2002b; 2013;

Schey et al., 2004).



32

A
0 ° 0
N 0 N 0
NH NH
NH, O NH, O O

2

Figura 3 - Estruturas quimicas da lenalidomida (A) e da pom  alidomida (B).

Em 2005, o FDA aprovou a utilizacdo da lenalidomida para o tratamento de
pacientes com sindrome mielodisplasica associada a delecdo do cromossomo 5q
(FDA 3). Um ano depois, o FDA aprovou a utlizagdo da lenalidomida em
combinagcdo com dexametasona para o0 tratamento de pacientes com mieloma
mdltiplo que ndo responderam a tratamentos prévios (FDA 4). E importante
mencionar que as segurancas da talidomida e da lenalidomida no tratamento de
pacientes com doengas cronicas tém sido continuamente monitoradas pelas
agéncias regulatérias. Em 2011, o FDA divulgou um alerta sobre os resultados de
ensaios clinicos realizados com pacientes que estavam sendo tratados com
lenalidomida e apresentaram risco aumentado de desenvolvimento de novos tipos
de cancer. A agéncia regulatéria vem revisando toda informacao disponivel sobre o
tema e recomenda cautela na interpretacdo dos resultados. Entretanto, documento
divulgado pelo FDA indica que, apOs analise dos resultados disponiveis, 0s
beneficios do farmaco continuam superiores aos riscos potenciais detectados nos
ensaios clinicos (FDA 5). Em 2012, o FDA informou que a bula do medicamento
Revlimid® (lenalidomida) foi modificada de forma a incluir as informacgées sobre o
risco do desenvolvimento de leucemia mieloide aguda, sindromes mielodisplasicas e
linfoma de Hodgkin associado ao seu uso. O guia de medicacdo ao paciente
também esta sendo atualizado para informar sobre esse possivel risco (Dimopoulos
et al., 2012; FDA 6; Yang et al.,, 2012). Em 2013, o FDA também aprovou a
utilizacdo da pomalidomida para o tratamento de pacientes com mieloma multiplo
avancado que nao tiveram melhora do quadro clinico apds o tratamento com outros

farmacos antineoplasicos (FDA 7).
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Tendo em vista que a talidomida interage com varios alvos moleculares, foram feitas
modificacdes no anel ftalimidico, visando obter substancias que interagem com alvos
especificos e com maiores atividades imunomodulatéria e antiangiogénica (Dredge
et al., 2002; Hideshima et al., 2000; Marriott et al., 2002). A rapida expansdo das
pesquisas sobre analogos ftalimidicos é indicativa da grande expectativa de que
essas substancias representem promissores candidatos a farmacos para o
tratamento de pacientes com diversas condi¢Oes inflamatorias e dolorosas, entre

outras.

Varios ensaios pré-clinicos demonstraram que alguns desses analogos ftalimidicos
apresentam atividade inibitéria sobre a producdo de TNF-a (de Almeida et al., 2007,
Chaulet et al., 2011; Mazzoccoli et al. 2012; Miyachi et al., 1997a; b; Stewart et al.,
2007; 2010; Teubert et al., 1998). Outros analogos desenvolvidos apresentam
atividades diversas entre as quais podem ser mencionadas a inibicdo das enzimas
COX (Noguchi et al., 2002; Sano et al., 2004; Suizu et al., 2003) e INOS (Noguchi et
al., 2004; Shimazawa et al., 2004), bem como da angiogénese (Noguchi et al., 2005;
Sano et al., 2006). Alguns analogos ftalimidicos também inibem a polimerizacao da
tubulina, o que lhes confere o perfil de agentes antimitoticos (Iguchi et al., 2008; Li et
al., 2006; Yanagawa et al., 2006). As estruturas quimicas de varios analogos
ftalimidicos que foram avaliados em ensaios pré-clinicos estédo indicadas na Figura
4.
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Figura 4 - Estruturas quimicas de diferentes analogos ftali midicos (final). Fonte: 1. de

Almeida et al., 2007; 2. Chaulet et al., 2011; 3. Mazzoccoli et al., 2012; 4. Miyachi et al., 1997a; 5.
Miyachi et al., 1997b; 6. Stewart et al., 2007; 2010; 7. Teubert et al., 1998 ; 8. Noguchi et al.,
2002; 9. Sano et al., 2004; 10. Suizu et al., 2003; 11. Noguchi et al., 2004 ; 12. Shimazawa et al.,
2004 ; 13. Noguchi et al., 2005; 14. Sano et al., 2006; 15. Iguchi et al., 2008; Li et al., 2006; 16.
Yanagawa et al., 2006.
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Outra estratégia para a producdo de novos analogos ftalimidicos envolve o
acoplamento de doadores de NO. Por exemplo, Wang et al. (2009) sintetizaram uma
série de analogos ftalimidicos acoplados a doadores de NO que apresentaram
atividade citotéxica em diferentes linhagens de células cancerigenas. Dos Santos et
al. (2011) também sintetizaram uma série de analogos acoplados a doadores de NO
(Figura 5). Essas novas substancias apresentaram atividade antinociceptiva no
modelo de constricdo abdominal induzida por acido acético e atividade anti-
inflamatoria nos modelos de edema de orelha induzida por capsaicina e de peritonite

induzido por tioglicolato em camundongos.
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Figura 5 - Planejamento estrutural de analogos ftalimidicos acoplados a doadores de NO.
Fonte: dos Santos et al., 2011.

Uma vez que os analogos ftalimidicos representam objeto de grande interesse de
quimicos farmacéuticos, a continuidade das investigacfes nessa area € plenamente
justificada. No presente estudo, propusemos a caracterizar os efeitos induzidos por
dois anélogos ftalimidicos destituidos do anel glutarimidico, o 2-ftalimidoetanol (FTD-
OH) e o nitrato de 2-ftalimidoetila (FTD-NO) (Figura 6), em diferentes modelos

experimentais de dor e inflamacéo.
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Figura 6 - Estruturas quimicas dos anéalogos ftalimidicos (A ) 2-ftalimidoetanol (FTD-OH) e (B)
nitrato de 2-ftalimidoetila (FTD-NO).
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2 JUSTIFICATIVA

A modificacdo das estruturas quimicas de farmacos conhecidos é um procedimento
comum nha pesquisa que tem como objetivo o desenvolvimento de novos farmacos.
A sintese dessas moléculas modificadas geralmente representa um desafio menor
para 0s quimicos e € possivel obter moléculas com melhor perfil farmacoldgico,
caracterizado por maior eficacia terapéutica, melhor perfil de seguranca ou ambos.
Tendo em vista que alguns farmacos que contém o grupo ftalimidico, entre os quais
a talidomida, a lenalidomida e a pomalidomida, apresentam atividades anti-
inflamatdria e analgésica, a investigacdo das atividades de novos analogos
ftalimidicos em modelos experimentais de dor e inflamacdo representa objeto de
interesse atual. Vale ressaltar que os analogos FTD-OH e FTD-NO apresentam
estruturas quimicas mais simples quando comparados com outros analogos
ftalimidicos em investigacédo (Chaulet et al. 2011; Mazzoccoli et al. 2012; Miyachi et
al., 1997a; Stewart et al., 2007; 2010; Sano et al., 2004; Noguchi et al., 2004) e com
a propria talidomida, uma vez que sao destituidos do anel glutarimidico. O interesse
em substancias destituidas do anel glutarimidico também deriva de observacdes
fornecidas por varios estudos indicando que a presenca desse grupo funcional esta
associada a um aumento do risco de ocorréncia de teratogénese em ensaios pré-
clinicos (D’Amato et al., 1994; Huang and McBride, 1997; Joussen et al., 1999;
Lepper et al., 2004). Outro aspecto que também tem sido bastante investigado nos
altimos anos é a consequéncia da introducdo de grupos doadores de NO sobre a
atividade de farmacos anti-inflamatérios. Essa modificagdo molecular geralmente
resulta no aumento da atividade farmacologica e do perfil de seguranca da nova
substancia, uma observacao que justifica o interesse na avaliacédo das atividades de
analogos ftalimidicos acoplados a doadores de NO. Assim, a determinacdo dos
perfis farmacoldgicos do FTD-OH e do FTD-NO representa uma etapa inicial de uma
investigacdo mais ampla que pode resultar na introducdo de novos analogos

ftalimidicos no tratamento de pacientes com condicfes inflamatdrias ou dolorosas.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos induzidos por dois analogos ftalimidicos destituidos do grupo

glutarimidico, FTD-OH e FTD-NO, em diferentes modelos experimentais de

inflamacéo e dor e estabelecer possiveis mecanismos bioquimicos e celulares que

poderiam mediar esses efeitos.

3.1 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos induzidos pelo FTD-OH e pelo FTD-NO em modelos
experimentais de inflamacdo e de dores nociceptiva, inflamatéria e

neuropatica.

Avaliar os efeitos induzidos pelo FTD-OH e pelo FTD-NO sobre a migragao
celular e a producdo de NO e mediadores inflamatorios, de forma a definir
possiveis mecanismos bioquimicos e celulares que poderiam mediar esses

efeitos nos modelos experimentais de inflamagéo e dor.

Avaliar se os efeitos induzidos pelo FTD-OH e pelo FTD-NO em modelos
experimentais de inflamacdo e dor sdo mediados pelos sistemas
canabinoidérgico, opioidérgico ou pela ativacdo da via da guanilato ciclase-
GMPc.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Foram usados camundongos C57BL/6J (8-9 semanas) machos (Figura 7). Os
animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h e ragdo e &gua foram
fornecidas ad libitum. Todos os experimentos foram realizados em sala com
temperatura ambiente de 27 + 1 °C, correspondente a zona de termoneutralidade
para roedores (Gordon, 1990). Os animais foram ambientados na sala de
experimentacdo por pelo menos trés dias antes da conducédo dos experimentos.
Apos o término dos experimentos, os animais foram submetidos a eutanasia em
camara de CO2. Os experimentos foram realizados de acordo com as
recomendacdes para avaliagdo de dor experimental em animais (Zimmermann,
1983). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA - UFMG, protocolo 48/2011).

L - _I

Figura 7 - Camundongo C57BL/6J.

4.2 Drogas, veiculos e reagentes
» Substancias avaliadas:

e FTD-OH (2-ftalimidoetanol):
Nome quimico (IUPAC): [2-(2-hidroxietill)isoindolina-1,3-diona)].
Laboratério de sintese: GEQOB - Departamento de Quimica, UFMG
Funcdo: Andalogo ftalimidico avaliado nos modelos experimentais de dor e

inflamacéo.
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e FTD-NO (nitrato de 2-ftalimidoetila):
Nome quimico (IUPAC): [2-(1,3-dioxoisoindolina-2-il)etilnitrato].
Laboratério de sintese: GEQOB - Departamento de Quimica, UFMG
Funcdo: Analogo ftalimidico avaliado nos modelos experimentais de dor e
inflamacao.

» Talidomida (N-ftalimidoglutarimida)
Nome quimico (IUPAC): [(RS)-2-(2,6-dioxopiperidin-3-il)-1H-isoindol-1,3(2H)-diona)]
Empresa: Funed, Brasil

Funcao: Farmaco avaliado nos modelos experimentais de dor e inflamacéao.

» Farmaco usado como controle positivo

* Fenobarbital
Nome quimico (IUPAC): 5-etil-5-fenilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona.
Empresa: Aventis Pharma, Brasil
Funcdo: Controle positivo no modelo experimental para avaliacdo da atividade

motora (haste girante).

» Antagonistas

« AM251
Nome quimico (IUPAC): 1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-
pirazol-3-carboxamida.
Empresa: Tocris, EUA
Funcao: Antagonista de receptores canabinoides CBi.
 AM630
Nome quimico (IUPAC): 6-iodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil)etil]-1H-indol-3-il](4-
etoxifenil)metanona.
Empresa: Tocris, EUA
Funcao: Antagonista de receptores canabinoides CB:.
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* Naltrexona
Nome quimico (IUPAC): 17-(ciclopropilmetil)-4,5-epoxi-3,14-dihidroximorfinan-6-ona.
Empresa: Tocris, EUA
Funcao: Antagonista nao seletivo de receptores opioides.
« ODQ
Nome quimico (IUPAC): 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona.
Empresa: Sigma, EUA

Funcdao: Inibidor da enzima guanilato ciclase.

» Anestésicos

» Cloridrato de xilazina (2%) e cloridrato de cetamin  a (10%)
Empresa: Synthec, Brasil
Funcdo: Farmacos sedativo/miorrelaxante e anestésico, respectivamente.
Associacdo de farmacos usada para a inducdo de anestesia precedendo a cirurgia

de constricdo do nervo ciatico ou a inducao de artrite induzida por antigeno.

» Estimulos inflamatérios

e Albumina de soro bovino metilada (mMBSA) e adjuvante completo de
Freund (CFA)
Empresa: Sigma, EUA
Funcdo: Estimulo usado para a inducdo da inflamacdo articular no modelo
experimental de artrite induzida por antigeno.
. Carragenina A tipo IV
Empresa: Sigma, EUA
Funcdo: Estimulo inflamatorio usado para a inducdo da alodinia mecénica e do
edema de pata.
* Formaldeido 37%
Empresa: Sigma, EUA

Funcao: Estimulo nociceptivo.
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» Veiculos

» Carboximetilcelulose (CMC)
Empresa: Sigma, EUA
Funcdo: Polimero usado para o preparo das suspensfes da talidomida, dos
analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO e do fenobarbital.
» Cloreto de sédio (NaCl) 0,9 % p/v ndo injetavel
Empresa: Sanobiol, Brasil
Funcéo: Veiculo usado para o preparo das suspensdes de CMC.
* NaCl 0,9 % pl/v injetavel
Empresa: Equiplex, Brasil
Funcdo: Veiculo usado para o preparo das solu¢des ou suspensdes de estimulos
nociceptivo ou inflamatdrio.
* Dimetilsulféxido (DMSO)
Empresa: Synthec, Brasil
Funcéo: Veiculo usado para o preparo da solugdo de ODQ.
* Cremofor
Empresa: Sigma, EUA
Funcado: Emulsificante usado para o preparo das emulsdes de AM251 ou AM630.
« Alcool etilico
Empresa: Synthec, Brasil
Funcéo: Veiculo usado para o preparo das emulsées de AM251 ou AM630.

4.3 Preparo das solugdes, suspensdes e emulsbes e d  oses usadas

» Analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO, talidomidae  fenobarbital

As suspensdes de FTD-OH, FTD-NO, talidomida e fenobarbital foram preparadas em
suspensao de CMC 0,5% p/v em solugéao de NaCl 0,9% p/v, imediatamente antes de
cada administragdo. A administracao foi realizada per os (p.0.) em volume de 12
ml/kg. As doses de talidomida e FTD-OH usadas nos protocolos experimentais foram
equimolares as doses de 125, 250, 500 ou 750 mg/kg de FTD-NO. A dose do
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fenobarbital foi 40 mg/kg.

> Estimulos inflamatorios

* Formaldeido

A solucdo de formaldeido foi preparada em solucdo de NaCl 0,9% p/v na
concentracdo de 1,84%, imediatamente antes de cada experimento.

» Carragenina

As suspensodes de carragenina foram preparadas em solucdo de NaCl 0,9% p/v nas
concentracoes de 0,5, 1,0 e 1,5%.

* mMBSA

A emulsdo de mBSA foi preparada em mistura de CFA e tampédo fosfato salina
(PBS; proporcéao 1:1) na concentracdo de 0,25%. As solu¢cdes de mBSA 0,1 ou 3%
foram preparadas em PBS.

» Antagonistas de receptores/canais idnicos e inibido res enzimaticos

 AM251 e AM630
As emulsdes de AM251 e AM630 foram preparadas em cremofor 5% e alcool etilico
5% acrescentadas em solucdo de NaCl 0,9% p/v. A administracao foi realizada por
via intraperitoneal (i.p.) em volume de 4 ml/kg. As doses usadas foram 4 e 8 mg/kg.
A administracdo ocorreu 30 min antes da administracdo dos analogos ftalimidicos
FTD-OH e FTD-NO.

* Naltrexona
A solucdo de naltrexona foi preparada em solucdo de NaCl 0,9% p/v. A
administracao foi realizada por via i.p. em volume de 4 ml/kg. As doses usadas
foram 5 e 10 mg/kg. A administragdo ocorreu 30 min antes da administracdo dos
analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO.

« ODQ
A solucao de ODQ foi preparada em DMSO 4% acrescentada em solucdo de NacCl
0,9% p/v. A administracao foi realizada por via i.p. em volume de 4 ml/kg. As doses
usadas foram 4 e 8 mg/kg. A administracdo ocorreu 30 min antes da administracao
dos analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO.



45

» Solugbes usadas nos ensaios para a determinacao da atividade da
mieloperoxidase (MPO) e das concentragcfes de TNF- a ou CXCL1

» Solucao de extracao de citocinas:
Reagentes: 2,34 g de NaCl; 50 pl de tween 20; 500 mg de BSA, 4,48 mg de cloreto
de benzalconio; 37,2 mg de &acido etilenodiaminotetraacético (EDTA); 2 ul de
aprotinina; 1,7 mg de fluoreto de fenilmetilsufonila (dissolvido em 100 pl de DMSO).
Os reagentes foram dissolvidos em 100 ml de PBS 1.

» Solucao tampéo fosfato 1 (PBS 1):
Reagentes: 8 g de NaCl; 0,2 g de cloreto de potassio (KCI) e 2,89 g de fosfato de
sédio bibasico dodecahidratado (NazHPO4.12H20). Os reagentes foram dissolvidos
em 1000 ml de agua destilada.

» Solucao tampéo fostato 2 (PBS 2):
Reagentes: 7,8 g de fosfato de sodio tribasico (NasPOs) e 5 g de
brometo de hexa-1,6-bisdeciltrimetilaménio (HETAB). O NasPOa foi dissolvido em
1000 ml de agua destilada e o pH ajustado para 5,4. Apés essa etapa, foi
acrescentado o HETAB.

» Solucao tampéo fosfato 3 (PBS 3):
Reagentes: 12 g de NaCl; 0,302 g de KCI; 1,725 g fosfato de s6dio monobasico
(NaH2PO4); 0,306 g fosfato de potassio monobasico (KH2PO4). Os reagentes foram
dissolvidos em 1500 ml de agua destilada e o pH ajustado para 7,4.

* Solucao de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB):
Reagente: 3,845 mg de TMB dissolvido em 1 ml de DMSO.

» Solucéo de peréxido de hidrogénio (H 202):
Reagente: H202 0,002% em PBS 2.

» Solucao tampéo de lavagem:
Reagente: Tween 20 0,1% em PBS 3.

» Solucado tampéao de bloqueio (BSA 1%):
Reagente: 200 mg de BSA dissolvidos em 20 ml de PBS 3.

» Solucao diluente das amostras (BSA 0,1%):
Reagente: 40 mg de BSA dissolvidos em 40 ml de PBS 3.
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» Solucao tampéao citrato:
Reagentes: 13,41 g de NaH2PO4 e 5,19 g de acido citrico. Os reagentes foram
dissolvidos em 1000 ml de 4gua destilada e o pH ajustado para 5,0.

» Solucao do substrato ( ortofenilenodiamina - OPD):
Reagentes: 4 mg de ortofenilenodiamina (OPD) e 2 ul de H202 30%. Os reagentes
foram dissolvidos em 10 ml de solug&o tampao citrato.

* Solugcdo STOP:
Reagente: Acido sulfarico (H2S04,1 M)

4.4 Resposta nociceptiva induzida por formaldeido

No dia do experimento, os animais foram colocados sob funis de vidro (18 cm de
didmetro e 14 cm de altura) cerca de 10 min antes da administracdo de formaldeido,
para ambientacdo (Figura 8) . A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita
de forma que as massas corporais medias dos diferentes grupos experimentais
fossem semelhantes. Foram injetados 10 pl da solucdo de formaldeido por via
intraplantar (i.pl.) na pata posterior direita dos camundongos. A duracdo do
comportamento de lambida apds a injecao i.pl. de formaldeido foi determinada nos
periodos de 0-5 min e de 15-30 min, que correspondem a primeira e a segunda fase
da resposta nociceptiva, respectivamente. Nesse modelo, o controle da temperatura
ambiente (27-28 °C) é importante, pois a segunda fase da resposta nociceptiva é
bastante reduzida quando o experimento é realizado em temperatura inferior a 23 °C
(Tjolsen et al., 1992). Os resultados foram expressos como a duracdo do
comportamento de lambida da pata injetada, durante a primeira e a segunda fase da
resposta nociceptiva. Os analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO ou a talidomida

foram administrados 1 h antes da inje¢céo de formaldeido.



47

Figura 8 - Aparato usado para a avaliagio da resposta nocice  ptiva induzida por formaldeido.

4.5 Alodinia mecanica induzida por carragenina

A alodinia mecanica foi avaliada por meio do uso de um analgesimetro digital
(Modelo EFF 301, Insight Ltda., Ribeirdo Preto, Brasil). Esse equipamento é
composto por um transdutor de forca (faixa: 0,1 a 1000 g, ou aproximadamente 0,1 a
10 N) no gqual se acopla uma ponteira de polietilieno (0,5 mm de didmetro) para a
determinacao do limiar de retirada de pata do animal (Figura 9) . Nos quatro dias que
antecederam o0s experimentos, os animais foram ambientados durante 1 h por dia
em compartimentos de acrilico dispostos sobre um suporte que possui como base
uma tela metalica. No dia de avaliagdo experimental, o transdutor de forga foi
aplicado perpendicularmente ao centro da superficie plantar da pata posterior direita
do animal, gradualmente de baixo para cima, e o valor do limiar de retirada da pata
(expresso em gramas) indicado no visor digital do aparelho foi registrado. Foram
aplicados cinco estimulos, em intervalos aproximados de 30 s, na pata de cada
animal e os limiares de retirada registrados. Os limiares extremos foram eliminados e
a média dos trés limiares intermediarios foi determinada. A divisdo dos grupos para
posterior tratamento foi feita de forma que os limiares basais médios dos diferentes
grupos experimentais fossem semelhantes. Para a escolha da concentracao ideal da
suspensdo de carragenina nos protocolos experimentais de alodinia mecanica,

foram injetados 20 pl dessas suspensdes (0,5, 1,0 ou 1,5% correspondentes a 100,
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200 ou 300 ug de carragenina, respectivamente) por via i.pl. na pata posterior direita
dos camundongos. Os analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO ou a talidomida
foram administrados 1 h antes da administracdo de 300 pg de carragenina (20 ul da
suspensao 1,5%) e os animais foram avaliados em diferentes tempos apds a injecao

do estimulo inflamatério.

Figura 9 - Aparato usado para a avaliagéo da alodinia mecanica

4.6 Edema de pata induzido por formaldeido ou carra  genina

Para a avaliacdo do volume de pata, foi usado o pletismémetro (Modelo 7140, Ugo
Basile, Italia). Esse aparelho contém uma célula cilindrica para a medida do volume
de pata, preenchida com uma solugéo de baixa concentracdo eletrolitica, conectada
a outra célula, dentro da qual existe um eletrodo (Figura 10) . Um sistema de vasos
comunicantes faz com que o deslocamento da solucéo eletrolitica na célula onde a
pata do animal é mergulhada resulte em um deslocamento da solucao na célula que
contém o eletrodo. Apés ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do
liqguido em volume, que é indicado em um visor digital. Quando a pata do animal é
introduzida na célula de medida até a articulacdo tibio-tarsal, um pedal é
pressionado pelo experimentador, que fixa, dessa forma, o valor do volume
observado. A divisédo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que os

volumes basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes.
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Os edemas de pata induzidos por formaldeido ou carragenina foram avaliados logo
apos a avaliacdo do comportamento de lambida de pata ou da alodinia mecénica,
respectivamente. O edema induzido por formaldeido foi avaliado 0,5, 1,5 e 2,5 h
apos a injecéo do estimulo. O edema induzido por carragenina foi avaliado 2, 4, 6 h
apos a injecdo do estimulo. As medicdes foram feitas em triplicata, sendo o
resultado final obtido pela média dos dois valores mais proximos.

Figura 10 - Aparato usado para a avaliagdo do edema de pata.

4.7 Atividade motora na haste girante

A atividade motora foi avaliada na haste girante (2,3 cm de didmetro, 14 rpm; Figura
11), de acordo com o procedimento proposto por Vaz et al. (1996), que representa
uma modificacdo daquele originalmente descrito por Dunham & Miya (1957). Nos
trés dias que antecederam o0s experimentos, 0s animais foram treinados no aparato
durante 120 s. No dia do experimento, os animais foram colocados sobre a haste e
o tempo basal de permanéncia foi determinado. O tempo de corte foi de 120 s. A
divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que os tempos basais
médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. Os analogos
ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO, a talidomida ou o controle positivo fenobarbital

foram administrados 1 h antes da avaliagcdo da atividade motora.
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Figura 11- Aparato usado para a avaliagéo da atividade motora.

4.8 Alodinia mecanica induzida pela constricdo don  ervo ciatico

O procedimento cirdrgico de constricdo do nervo ciatico em ratos foi baseado na
técnica descrita por Bennett e Xie (1988), com pequenas modificacbes propostas por
Motta et al. (2011). A constricdo do nervo ciatico de camundongos foi realizada de
maneira semelhante, com poucas modificacées. Os animais foram anestesiados
com uma associacao de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), administrada
por via i.p. Apés uma incisdo na regiao do biceps femoral, previamente tricotomizada
e higienizada com iodopolividona 10% m/v, uma porcéo do nervo ciatico foi exposta.
Foram feitas trés ligaduras com fio categute cromado numero 5.0, com espaco de
aproximadamente 1 mm entre elas (Figura 12) . A forca de constrigao foi exercida de
forma a ndo impedir a circulagcdo sanguinea pela vasculatura superficial epineural.
Um grupo controle foi composto por animais submetidos a uma falsa cirurgia, na
gual o nervo foi visualizado, mas néo constringido (falso-operados). O curso
temporal da alodinia mecéanica apds a constricdo de nervo ciatico foi avaliado por
meio do analgesimetro digital. Esse equipamento é composto por um transdutor de
forca (faixa: 0,1 a 1000 g, ou aproximadamente 0,1 a 10 N) no qual se acopla uma
ponteira de polietiieno (0,5 mm de diametro) para a determinagdao do limiar de
retirada de pata do animal (Figura 9). Os analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO
ou a talidomida foram administrados 1 h antes das avaliacfes da alodinia mecéanica,

21 dias ap0s a cirurgia.
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Figura 12 - Constrigdo do nervo ciatico.

4.9 Artrite induzida por antigeno (mBSA e CFA)

No primeiro dia, os camundongos foram sensibilizados com o antigeno mBSA.
Foram injetados 200 pl (500 ug de mBSA) da emulsdo mBSA em mistura de CFA e
PBS 0,25% pela via intradérmica na base da cauda dos camundongos. No 15° dia,
os analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO ou a talidomida foram administrados
p.o. Apos 1 h, foram injetados 10 pl (10 pg de mBSA) da emulsdo mBSA em PBS
0,1% pela via intra-articular (articulagdo fémur-tibial do joelho direito) em cada
camundongo. No 16° dia, a alodinia mecanica foi avaliada por meio do uso de um
analgesimetro digital (Figura 9) . Esse equipamento é composto por um transdutor
de forca (faixa: 0,1 a 1000 g, ou aproximadamente 0,1 a 10 N) no qual se acopla
uma ponteira de polietileno (4,15 mm de diametro) para a determinacéo do limiar do
movimento articular da pata do animal (Coelho et al., 2008; Guerrero et al., 2006).
Apos a determinacdo da alodinia mecénica, os camundongos foram submetidos a
eutanasia (deslocamento cervical). Em seguida, a cavidade articular foi lavada duas
vezes com 5 pl (2 x 5 yl = 10 pl) de mBSA 3%. O volume retirado foi de 5 yl em cada
lavagem, totalizando 10 ul, que foi acrescentada em 90 ul de mBSA 3%. O lavado
articular obtido foi utilizado para a contagem total e diferencial de leucocitos. O
tecido periarticular foi removido e armazenado a -70 °C para a determinacdo da
atividade da MPO e das concentracdes de TNF-a ou CXCL1.



52

4.10 Contagem total e diferencial dos leucdcitos no lavado articular

Para a determinacdo do numero total de leucdcitos, uma aliquota de 20 ul do lavado
articular foi diluida trés vezes em solucao de lise de hemacias Turk e a contagem foi
feita em camara de Neubauer. A partir da aliquota remanescente (80 ul) do lavado
articular, foram acrescentados 50 pl de mBSA 3% e citocentrifugacdo para
confeccionar as laminas da contagem diferencial. As laminas foram coradas em
corante panético (Laborclin®, Parand) e a contagem diferencial de células
(mononucleares e neutrofilos) foi feita em microscépio 6ptico em aumento de 100
vezes. Foram contadas 100 células por meio de um contador diferencial mecanico
(Benfer®, Sdo Paulo). A porcentagem dos tipos celulares investigados foi baseada
na contagem total por meio de uma regra de trés simples. O numero de células foi
determinado considerando o valor obtido multiplicado pela diluicdo e pelo fator de
correcdo da caAmara de Neubauer. Os resultados foram expressos como namero de

neutrofilos ou mononucleares x 103/cavidade articular.

4.11 Atividade da MPO e concentragdes do TNF- a ou da CXCL1

* Preparo das amostras

A atividade da MPO correlaciona-se com o recrutamento de neutréfilos nos tecidos
em condi¢cdes inflamatérias aguda e cronica. Os materiais usados para a analise
foram o tecido da pata direita posterior, coletado 4 h apds administracdo i.pl. de
carragenina, e o tecido periarticular, coletado 24 h apdés a administracdo intra-
articular de mBSA. Os anélogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO ou a talidomida
foram administrados p.o., 1 h antes da injecdo dos estimulos inflamatorios.

Os tecidos foram coletados, suas massas determinadas e armazenados a -70 °C.
Posteriormente, os tecidos foram descongelados e processados em
homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, EUA)
com o acréscimo da solucdo de extracdo de citocinas. Para cada 100 mg de tecido
foi usado 1 ml dessa solugdo. O homogeneizado foi centrifugado por 10 min a
10.000 rpm em temperatura de 4 °C. O sobrenadante resultante foi recolhido para a
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determinacdo das concentragdes do TNF-a e da CXCL1. O sedimento do
homogeneizado foi usado para a determinacao da atividade da MPO.

» Atividade da MPO

Ao sedimento resultante, foi adicionado 1,9 ml da solucdo de tampéao fosfato 2 (PBS
2) para cada 100 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 descongelados em temperatura ambiente e novamente
congelados em nitrogénio liquido. Em seguida, foram descongelados em agua
corrente. Os congelamentos e descongelamentos foram repetidos por trés vezes.
Apods esses ciclos, os homogenatos foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm a
4 °C e os sobrenadantes obtidos foram diluidos (1:3) em PBS 2. O ensaio foi
realizado em placa de microtitulacdo de 96 pocos. Nos primeiros dois pocos, foram
adicionados 25 pl de PBS 2 (branco). Nos outros pogos, foram adicionados, em
duplicata, 25 yl dos sobrenadantes diluidos.

ApoOs o preenchimento da placa com todas as amostras, foram adicionados 25 ul da
solucéo de 3,3,5,5',-tetrametilbenzidina (TMB) em cada poco e a placa foi incubada
a 37 °C por 5 min. Apos esse intervalo, foram adicionados 100 ul da solucéo de
H202 em cada poco e a placa foi incubada novamente a 37 °C por 5 min. Para
finalizar, foram adicionados 100 pl de H2SO4 em cada pogo. A atividade da MPO foi
calculada de acordo com a alteracdo da densidade optica (D.O.), avaliada em leitor
de ELISA, usando comprimento de onda de 450 nm. Os valores obtidos foram
normalizados em funcdo de uma curva padrdo de neutrofilos versus D.O.,

previamente preparada, e os resultados foram expressos em unidades relativas.

* Concentracdes do TNF- a e da CXCL1

Os sobrenadantes resultantes da homogeneizacéo e da centrifugacdo das amostras
foram recolhidos e armazenados a -70 °C. As concentracdes do TNF-a e da CXCL1
foram determinadas de acordo com as instru¢cdes do fabricante R&D Systems. O
ensaio foi realizado em placa de microtitulagdo de 96 pocos. O anticorpo de captura
foi diluido em solucdo tampéo fosfato 3 (PBS 3) e foram adicionados 100 pl dessa

solucdo em cada poco. A placa foi mantida na geladeira (4 °C) durante 12 h.
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Apoés esse periodo, a placa foi lavada com tampédo de lavagem e bloqueada com
tampao de bloqueio (BSA 1%). Apos 1 h, a placa foi lavada novamente e foram
adicionados 100 pl do TNF-a ou da CXCL1 (duplicata), em diluicdo seriada,
correspondentes a curva-padrdo, nas duas primeiras colunas da placa. Nos outros
pocos, foram adicionados 100 pl dos sobrenadantes diluidos (1:3) em BSA 0,1% e
nos ultimos dois pocos, foram adicionados 100 pl de PBS 3 (branco). A placa foi

mantida na geladeira (4 °C) durante 12 h.

Em seguida, a placa foi lavada e foram adicionados 100 pl do anticorpo de deteccao
em cada poco e, durante 2 h, a placa foi mantida no agitador para microplaca de
ELISA. ApGs esse periodo, a placa foi lavada e foram adicionados 100 pl do
revelador estreptavidina em cada poc¢o e, durante 20 min, a placa foi mantida
novamente no agitador. Por ultimo, foram adicionados 100 pl da solucdo do
substrato (OPD) em cada poco. A reacdo foi monitorada de acordo com o
aparecimento de coloracdo amarelada (5 a 15 min) e foi interrompida com a adicdo
de 50 pl de H2SOa4. A leitura foi feita no leitor de ELISA, usando comprimento de
onda de 490 nm. Os resultados foram expressos em quantidade do TNF-a ou da
CXCL1 presente no tecido (pg/100 mg de tecido).

4.12 Concentragdo de nitrito (NO 2)

Apos 1 h da administragdo dos analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO, da
talidomida ou do veiculo, os camundongos foram anestesiados com uma associagcao
em dose fixa de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via i.p. Em seguida,
o sangue de cada animal foi coletado pela artéria abdominal em tubos
heparinizados. O plasma de cada amostra foi obtido apds a centrifugacdo por 10
min a 10.000 rpm a 4 °C e armazenado a -70 °C até o momento da analise. O
procedimento para o determinacao da concentracdo de nitrito foi baseado na reacao
de Griess (sulfanilamida 1%; N-1-naftil-etil-enediamina 0,1%; &cido fosforico 2,5%)
(Sun et al., 2003).

O ensaio foi realizado em placa de microtitulacdo de 96 pocos. Nos primeiros pocos,

foram adicionados, em duplicata, 100 ul de BSA 8% acrescentadas em 100 pl do
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reagente de Griess (branco 1) e 100 ul do plasma branco acrescentadas em 100 pl
do reagente de Griess (branco 2). Nos outros pocos, foram adicionados, em
duplicata, 100 ul das amostras de plasma acrescentadas em 100 pl do reagente de
Griess. A placa foi incubada em temperatura ambiente por 10 min, protegida da luz.
A leitura foi feita no leitor de ELISA, usando comprimento de onda de 540 nm. Os
valores obtidos foram expressos em pM de nitrito em fungcéo de uma curva padrao

de nitrito de sodio (NaNOz2) previamente preparada.

4.13 Andlise estatistica

Andlise de variancia em duas vias, seguida do teste Bonferroni, foi usada para
avaliar os resultados na forma de curso temporal. Quando apropriado, analise de
variancia de uma via foi usada, seguida do teste Newmann-Keuls. 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 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anal ogos FTD-OH e FTD-NO

sobre a resposta nociceptiva induzida por formaldei do

A injecdo i.pl. de formaldeido induziu resposta nociceptiva caracterizada por lambida
e flexdo da pata injetada, bem como comportamento nocifensivo evidenciado pela
manutencdo da pata injetada fora de contato com a superficie. As duracdes do
comportamento de lambida, o parametro avaliado como resposta nociceptiva, nas
primeira (0-5 min) e segunda (15-30 min) fases foram 50 e 160 s, respectivamente.
A talidomida, nas doses de 500 ou 750 mg/kg, inibiu a primeira fase da resposta
nociceptiva. A segunda fase dessa resposta foi inibida apenas pela maior dose
(Figura 13). Os analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO também inibiram a
resposta nociceptiva. As doses de 500 ou 750 mg/kg inibiram as duas fases da

resposta nociceptiva induzida por formaldeido (Figuras 14 e 15) .
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Figura 13 - Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 o u 750 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
comportamento de lambida induzido por formaldeido. V = veiculo. * indica diferenca
estatisticamente significativa em relagéo ao grupo tratado com veiculo (p<0,05), n=8.
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Figura 14 - Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
V = veiculo. ** e *** indicam diferencas
tratado com veiculo (p<0,01 e p<0,001,

comportamento de lambida induzido por formaldeido.
estatisticamente significativas em relagcdo ao grupo
respectivamente), n=8.
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Figura 15 - Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
V = veiculo. *, ** e *** indicam diferencas
tratado com veiculo (p<0,05, p<0,01 e

comportamento de lambida induzido por formaldeido.
estatisticamente significativas em relacdo ao grupo
p<0,001, respectivamente), n=8.
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5.2 Alodinia mecéanica e edema de pata induzidos por  carragenina

Inicialmente, com o objetivo de determinar a dose de carragenina a ser usada em
experimentos posteriores, foram avaliados a alodinia mecéanica e o edema de pata
induzidos pela injecédo i.pl. de diferentes doses desse estimulo inflamatério. A
reducdo do limiar nociceptivo, caracterizando a alodinia mecéanica, foi induzida por
carragenina. As doses de 100, 200 ou 300 pg diminuiram o limiar nociceptivo, em
extensdes muito semelhantes (Figura 16A). Entretanto, a carragenina induziu
edema de pata de forma dose-dependente (Figura 16B). A dose de 300 pg de
carragenina, que induziu alodinia marcante e edema de maior magnitude e mais
duradouro, foi usada em experimentos posteriores nos quais foram investigados os

efeitos induzidos pela talidomida e pelos analogos ftalimidicos.
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Figura 16 - Alodinia mecanica (A) ou edema de pata (B) induzi do por carragenina (100, 200
ou 300 pg/pata). Cursos temporais (A e B) e areas s ob a curva (A.1 e B.1) da alodinia mecanica
e do edema de pata. *, ** e *** indicam diferencas estatisticamente significativas em relagédo ao
grupo salina (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivam ente), n=8.
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5.3 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anal ogos FTD-OH e FTD-NO

sobre a alodinia mecéanica induzida por carragenina

A talidomida, nas doses de 500 ou 750 mg/kg, inibiu a alodinia mecanica induzida
pela carragenina nas avaliagcbes realizadas na 22, na 42 e na 62 hora (Figura 17).
Em relagdo aos anélogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO, apenas a maior dose
(750 mg/kg) inibiu a alodinia mecanica, sendo que essa inibicao foi observada na 22

e na 42 hora apos a injecao de carragenina (Figura 18 e 19)..
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Figura 17 - Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 o u 750 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre a
alodinia mecanica induzida por carragenina. (A) Cur  so temporal e (B) area sob a curva da
alodinia mecénica. V = veiculo. * e ** indicam dife rencas estatisticamente significativas em
relacdo ao grupo tratado com veiculo (p<0,05 e p<0, 01, respectivamente), n=8.
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Figura 18 - Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre a
alodinia mecéanica induzida por carragenina. (A) Cur  so temporal e (B) area sob a curva da
alodinia mecanica. V = veiculo. * e ** indicam dife renca estatisticamente significativa em
relagdo ao grupo tratado com veiculo (p<0,05 e p<0, 01, respectivamente), n=8.
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Figura 19 - Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre a
alodinia mecéanica induzida por carragenina. (A) Cur  so temporal e (B) area sob a curva da
alodinia mecénica. V = veiculo. * e ** indicam dife renca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo tratado com veiculo (p<0,05 e p<0, 01, respectivamente), n=8.
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5.4 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anal ogos FTD-OH e FTD-NO

sobre a atividade motora dos animais avaliada na ha  ste girante

Com o objetivo de validar os resultados obtidos nos protocolos de nocicepcao,

foram avaliados os efeitos induzidos pela talidomida ou pelos analogos ftalimidicos

sobre a atividade motora dos animais. A talidomida e o FTD-NO nao alteraram o

tempo de permanéncia dos animais na haste girante. Entretanto, esse tempo foi

reduzido pela maior dose (750 mg/kg) do FTD-OH e pelo fenobarbital (40 mg/kg),

usado como controle positivo nesse protocolo (Tabela 1). Assim, em relagcdo ao

FTD-OH sé podem ser considerados efeitos antinociceptivos genuinos aqueles

induzidos pelas doses de 500 mg/kg ou inferiores.

Tabela 1 - Efeitos induzidos pela talidomida, pelos andlogos F TD-OH e FTD-NO (500 ou 750
mg/kg, p.o., -1 h) ou pelo fenobarbital (40 mg/kg,

p.o., -1 h) sobre o tempo de permanéncia dos

camundongos na haste girante. V = veiculo.
Tratamento Tempo de permanéncia (S)
Basal Ap6s 1 h
Veiculo 12040 1200
Talidomida 500 120+0 119+1
Talidomida 750 119+1 1172
FTD-OH 500 120+0 115+3
FTD-OH 750 120+0 4549 2
FTD-NO 500 119+1 11742
FTD-NO 750 12010 11248
Fenobarbital 40 119+1 17+34@
2 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo tratado com veiculo

(p<0,001), n = 8.
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5.5 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anal ogos FTD-OH e FTD-NO

sobre o edema induzido por formaldeido ou carrageni na

Os efeitos induzidos pela talidomida ou pelos analogos ftalimidicos sobre o edema
induzido por formaldeido ou carragenina foram avaliados logo apds a avaliacdo dos
efeitos induzidos por essas substancias sobre a resposta nociceptiva induzida por
esses estimulos inflamatoérios. Os analogos ftalimidicos (Figuras 21 e 22) , mas nao

a talidomida (Figura 20) , inibiram o edema de pata induzido por formaldeido.
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Figura 20 - Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 o u 750 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
edema de pata induzido por formaldeido. (A) Cursot emporal e (B) area sob a curva do edema
de pata. V = veiculo, n=8.
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A inibicdo do edema pelo FTD-OH foi observada 0,5 hora (doses de 500 e 750
mg/kg) e 1,5 hora (todas as doses), mas nao 2,5 horas (Figura 21). A inibicdo do
edema pelo FTD-NO também foi observada 0,5 hora (todas as doses) e 1,5 hora

(dose de 750 mg/kg), mas ndo 2,5 horas (Figura 22) .
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Figura 21 - Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
edema de pata induzido por formaldeido. (A) Cursot emporal e (B) area sob a curva do edema
de pata. V = veiculo. * e ** indicam diferenca est atisticamente significativa em relagdo ao
grupo tratado com veiculo (p<0,05 e p<0,01, respect ivamente), n=8.
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Figura 22 - Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
edema de pata induzido por formaldeido. (A) Cursot emporal e (B) area sob a curva do edema
de pata. V = veiculo. *, ** e *** indicam diferenca  estatisticamente significativa em relagédo ao
grupo tratado com veiculo (p<0,05, p<0,01 e p<0,001 , respectivamente), n=8.
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De forma semelhante ao que foi observado no modelo de edema de pata induzido
por formaldeido, os analogos ftalimidicos (Figuras 24 e 25), mas nado a talidomida
(Figura 23), inibiram o edema de pata induzido por carragenina. A inibicdo do
edema pelo FTD-OH ocorreu na 42 e na 62 hora (doses de 500 e 750 mg/kg)
(Figura 24) . A inibicdo do edema pelo FTD-NO foi observada na 22 hora (todas as
doses), na 42 hora (doses de 250, 500 e 750 mg/kg) e na 62 hora (doses de 500 e
750 mg/kg) (Figura 25) .
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Figura 23 - Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 0 u 750 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
edema de pata induzido por carragenina. (A) Cursot emporal e (B) area sob a curva do edema
de pata. V = veiculo, n=8.
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Figura 24 - Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
edema de pata induzido por carragenina. (A) Cursot emporal e (B) area sob a curva do edema
de pata. V = veiculo. ** e *** indicam diferenca e statisticamente significativa em relacdo ao
grupo tratado com veiculo (p<0,01 e p<0,001, respec tivamente), n=8.
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Figura 25 - Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
edema de pata induzido por carragenina. (A) Cursot emporal e (B) area sob a curva do edema
de pata. V = veiculo. *, ** e *** indicam diferenca  estatisticamente significativa em relagédo ao
grupo tratado com veiculo (p<0,05, p<0,01 e p<0,001 , respectivamente), n=8.
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5.6 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anal ogos FTD-OH e FTD-NO
sobre a atividade de MPO e a producéo de citocinas na pata de animais

injetados com carragenina

Quatro horas apés a injecao i.pl. de carragenina (300 pg), houve um aumento da
atividade da MPO e das concentracées do TNF-a e da CXCL1 na pata dos animais.
O tratamento prévio (-1 h) dos animais com talidomida (250 ou 500 mg/kg) néo
alterou o efeito induzido pela carragenina sobre esses parametros (Figura 26) . Em
relacdo aos analogos ftalimidicos, ambas as doses de FTD-OH n&o alteraram as
concentracbes de TNF-a e CXCL1 na pata dos animais injetados com carragenina.
Apenas a maior dose (500 mg/kg) desse analogo reduziu a atividade da MPO. Por
outro lado, o analogo ftalimidico FTD-NO apresentou atividade mais marcante, uma
vez que a maior dose (500 mg/kg) reduziu a atividade da MPO e as duas doses (250
ou 500 mg/kg) reduziram as concentracoes de TNF-a e CXCL1 na pata dos animais

injetados com carragenina (Figura 26) .
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Figura 26 - Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos analogos FTD-OH e FTD-NO (250 ou
500 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre a atividade de MPO (A) e as concentr agfes de TNF-a (B) e CXCL1

(C) na pata de animais injetados com carragenina. V = veiculo. * e *** indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagcdo ao grupo tratado com veiculo (p<0,05 e p<0,001,
respectivamente). # indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo

controle (p<0,001), n=8.
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5.7 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anal ogos FTD-OH e FTD-NO
sobre a migracéo celular, a producdo de citocinas e a alodinia mecéanica em

modelo de artrite induzida por antigeno (mMBSA)

A injecéo intra-articular de mBSA nos camundongos previamente sensibilizados com
esse antigeno induziu um aumento do nimero de neutréfilos e mononucleares no
lavado obtido da cavidade articular e da atividade da MPO no tecido periarticular
avaliados 24 h apds. A injecdo intra-articular desse antigeno também induziu
aumento das concentracdes de CXCL1 e TNF-a no tecido periarticular e alodinia
mecanica. O tratamento dos animais com talidomida (500 mg/kg), administrada 1 h
antes da injecdo intra-articular de mBSA, embora tenha atenuado a alodinia
mecanica (Figura 29), ndo alterou a migracédo celular e a producdo de citocinas
(Figuras 27 e 28) . Os analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg), por sua
vez, apresentaram atividade mais marcante do que a talidomida nesse modelo
experimental, pois inibiram a migracao celular, a producdo de citocinas e a alodinia

mecanica induzidas pela mBSA (Figuras 27, 28 e 29) .
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Figura 28 - Efeito induzido pela talidomida ou pelos analogo
p.o., 1 h antes da injecdo intra-articular de mBSA) sob

CXCL1 (B) no tecido periarticular avaliadas 24 h
*** indicam diferencas estatisticamente significati
(p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente).
em relacdo ao grupo controle (p<0,01), n=6.

mBSA (24 h)
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s FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg,

re as concentracdes de TNF- a (A) ou

ap 0s a injecdo intra-articular de mBSA. *, ** e
vas em relagdo ao grupo tratado com veiculo

# indica diferenca estatisticamente significativa
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101

Limiar de retirada (g)

Controle Veiculo Talidomida FTD-OH FTD-NO
mBSA (24 h)

Figura 29 - Efeito induzido pela talidomida ou pelos analogo s FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg,
p.o., 1 h antes da injecao intra-articular de mBSA) sob re a alodinia mecanica avaliada 24 h
apos a injecao intra-articular de mBSA. * e **indi  cam diferencas estatisticamente significativas
em relacdo ao grupo tratado com veiculo (p<0,05e p  <0,01, respectivamente). #indica diferenca
estatisticamente significativa em relagéo ao grupo controle (p<0,01), n=6.

5.8 Efeito induzido pela talidomida ou pelos anadlog  os FTD-OH e FTD-NO sobre

a alodinia mecanica induzida por constricdo no nerv 0 ciatico

Inicialmente, foi avaliado o curso temporal do desenvolvimento da alodinia mecéanica
apos a constricdo de nervo ciatico em camundongos. A reducdo do limiar para
retrada da pata apO0s a estimulagdo mecanica tornou-se estatisticamente
significativa no 6° dia apds a cirurgia, caracterizando a alodinia mecéanica. A
magnitude da alodinia mecénica se elevou até o 12° dia e, a partir desse momento,
manteve-se estavel até o 21° dia. Nao houve alteracdo do limiar para retirada da

pata apos a estimulacdo mecanica nos animais falso-operados (Figura 30) .

No 21° dia ap6s a cirurgia, a talidomida ou os analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-
NO foram administrados nos camundongos falso-operados e nos camundongos
submetidos a constricdo do nervo ciatico. Nos animais falso-operados, o0s
tratamentos com a talidomida ou com os analogos ftalimidicos (500 mg/kg) néao
alteraram o limiar de retirada da pata apds a estimulacdo mecéanica. Por outro lado,

nos animais que foram submetidos a constricdo do nervo ciatico e que

apresentavam alodinia mecanica, os tratamentos com talidomida ou com os
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analogos ftalimidicos (500 mg/kg) induziram efeito antialodinico 1 e 3 horas apo6s. Na
avaliacdo do limiar de retirada da pata ocorrido na 52 hora, apenas a talidomida
induziu efeito antialodinico, enquanto na avaliacdo ocorrida na 72 hora, nenhuma

substéancia induziu efeito (Figura 31) .

8- -©- Falso-operado
-~ Operado

*kk

Limiar de retirada (g)
3]

44 Hokok Fokk
Hkk

T T T
Basal 1 3 6 9 12 15 18 21
Tempo apés a cirurgia (dias)

Figura 30 - Alodinia mecanica induzida pela constricdo do nerv o ciatico. *** indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo falso-operado (p<0,001), n=7.

Falso-operado

81 -e- Veiculo
-4 Talidomida
71 - FTD-OH
-~ FTD-NO
C)
< °7
©
g Operado
T .
; -o- Veiculo
; - Talidomida
E 4 -~ FTD-OH
- - FTD-NO
3_

T
21° dia 1 3 5 7
Tempo apés tratamento (h)

Figura 31- Efeito induzido pela talidomida ou pelos analogos FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg,
p.o., -1 h) sobre a alodinia mecéanica induzida pela con  stricdo do nervo ciatico. ** e *** indicam
diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo tratado com veiculo (p<0,01 e
p<0,001, respectivamente), n=7.
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5.9 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anal ogos FTD-OH ou FTD-NO

sobre as concentracfes plasméticas de nitrito

Em animais ndo submetidos a qualquer tratamento, a concentracdo plasmatica de
nitrito foi aproximadamente de 6 pM. A administracdo p.o. do analogo FTD-NO, mas
ndo de veiculo, talidomida ou FTD-OH, elevou de forma significativa a concentracéo

plasmatica de nitrito, avaliada 1 h apos (Figura 32) .
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504 Kkk
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Branco Veiculo Talidomida FTD-OH FTD-NO

Figura 32 — Efeitos induzidos pela talidomida ou pe  los analogos FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg,
p.o., -1 h) sobre a concentracdo plasmatica de nitrito. *** indica diferenca estatisticamente
significativa em relacéo ao grupo tratado com veicu lo, n=7.

» Avaliagdo dos mecanismos de agéo envolvidos nos efe itos antinociceptivo e

antiedematogénico induzidos pelos analogos FTD-OH e FTD-NO

ApoOs a demonstracdo dos efeitos antinociceptivo e antiedematogénico induzidos
pelos analogos FTD-OH e FTD-NO, foi avaliado se esses efeitos poderiam ser
mediados pelos sistemas canabinoidérgico, opioidérgico ou pela ativagdo da via da

guanilato ciclase-GMPc.
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5.10 Efeitos induzidos pelos antagonistas canabinoi des AM251 e AM630 sobre
as atividades antinociceptiva e antiedematogénica d os analogos FTD-OH e

FTD-NO nos modelos de resposta nociceptiva e edema de pata induzidos por

formaldeido
AlMZ251 FTD-OH Administracéo
ou au de formaldeido Avaliagdo Avaliacio Avaliacdo
AMB30 FTD-MO It de edema de edema de edema
-90 - 60 0 5 15 30 a0 150 min

1% fase 2% fase

A administracdo prévia (-1 h) de FTD-OH ou FTD-NO (500 mg/kg, p.o.) inibiu a
primeira e a segunda fase da resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido. A
administracdo de AM251 ou AM630 (4 ou 8 mg/kg, i.p.), 30 min antes da
administragao p.o. de FTD-OH ou FTD-NO, n&o alterou a atividade antinociceptiva
de ambos os analogos ftalimidicos. Tanto o AM251 como o AM630 (8 mg/kg, i.p.),
administrados 1,5 h antes da injecéo i.pl. de formaldeido, ndo alteraram per se a

resposta nociceptiva induzida por esse estimulo (Figuras 33A, 34A, 35A e 36A) .

A injecéo i.pl. de formaldeido também induziu edema de pata, avaliado 0,5, 1,5 e 2,5
h apds. A administracao prévia (-1 h) de FTD-OH ou FTD-NO (500 mg/kg, p.0.) inibiu
0 edema de pata induzido pelo formaldeido. A administracdo i.p. de AM251 (8
mg/kg), mas ndo de AM630, 30 min antes da administracdo p.o. de FTD-OH ou FTD-
NO, atenuou a atividade antiedematogénica de ambos os analogos ftalimidicos.
Tanto o AM251 como o AM630 (8 mg/kg, i.p.), administrados 1,5 h antes da injecéo
i.pl. de formaldeido, ndo alteraram per se 0 edema de pata induzido por esse
estimulo (Figuras 33B, 34B, 35B e 36B) .
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Figura 33 - Efeito induzido pelo AM251 (A4 ou A8; 4 ou 8 mgl/kg
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogénica

modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind
(Cremofor 5%, alcool 5%, salina 90%); V2 = veiculo
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo

p<0,001, respectivamente).

grupo tratado com V1+FTD-OH (p<0,05), n=8.

, L.p. - 1,5 h) sobre as

(B) do FTD-OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos

uzidos por formaldeido. V1 = veiculo

tratado

# indica diferenca estatisticamente significativa em

(CMC 0,5%). *, ** e *** indicam diferencas

com V1+V2 (p<0,05, p<0,01 e
relacdo ao
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Figura 34 - Efeito induzido pelo AM251 (A4 ou A8; 4 ou 8 mg/kg , i.p. - 1,5 h) sobre as
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogénica (B) do FTD-NO (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind  uzidos por formaldeido. V1 = veiculo
(Cremofor 5%, alcool 5%, salina 90%); V2 = veiculo  (CMC 0,5%). *, ** e *** indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo tratado com V1+V2 (p<0,05, p<0,01 e
p<0,001, respectivamente). ¥ indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo tratado com V1+FTD-NO (p<0,05), n=8.
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Figura 35 - Efeito induzido pelo AM630 (B4 ou B8

; 4 ou 8 mgkg , i.p. - 1,5 h) sobre as

atividades antinociceptiva (A) e antiedematogénica (B) do FTD-OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos

modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind
(Cremofor 5%, alcool 5%, salina 90%); V2 = veiculo
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo
p<0,001, respectivamente), n=8.
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Figura 36 - Efeito induzido pelo AM630 (B4 ou BS8; 4 ou 8 mg/kg , i.p. - 1,5 h) sobre as
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogénica (B) do FTD-NO (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind  uzidos por formaldeido. V1 = veiculo
(Cremofor 5%, éalcool 5%, salina 90%); V2 = veiculo (CMC 0,5%). * e *** indicam diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao grupo tratado com V1+V2 (p<0,05 e p<0,001,
respectivamente), n=8.
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5.11 Efeito induzido pela naltrexona sobre as ativi dades antinociceptiva e
antiedematogénica dos analogos FTD-OH e FTD-NO nos  modelos de resposta

nociceptiva e edema de pata induzidos por formaldei  do

FTD-OH Administracio
ou de formaldeido Awaliacdo Awaliacdo Awaliagdo
MNaltrexona ETD-NO iy de edema de edema de edema
-0 _B0 0 5 15 30 80 150 min
1% fase 2*fase

A administracéo de naltrexona (5 ou 10 mg/kg, i.p.), 30 min antes da administracéao
p.o. de FTD-OH ou FTD-NO, n&o alterou a atividade antinociceptiva de ambos o0s
analogos ftalimidicos (Figuras 37A e 38A). Por outro lado, a atividade
antiedematogénica do FTD-NO (Figura 38B) , mas nédo do FTD-OH (Figura 37B) , foi
reduzida de forma estatisticamente significativa pelo tratamento prévio com a maior
dose (10 mg/kg) de naltrexona demonstrada apenas na avaliacéo feita 0,5 hora apos
a injecao de formaldeido. Naltrexona (10 mg/kg, i.p.), administrado 1,5 hora antes da
injecado i.pl. de formaldeido, néo alterou per se a resposta nociceptiva e o0 edema de

pata induzidos por esse estimulo.
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Figura 37 - Efeito induzido pela naltrexona (N5 ou N10; 50ou 1 0 mg/kg, i.p. - 1,5 h) sobre as
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogénica (B) do FTD-OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind  uzidos por formaldeido. V1 = veiculo
(Salina); V2 = veiculo (CMC 0,5%). *, ** e *** indi cam diferencas estatisticamente significativas
em relacao ao grupo tratado com V1+V2 (p<0,05, p<0, 01 e p<0,001, respectivamente), n=8.
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Figura 38 - Efeito induzido pela naltrexona (N5 ou N10; 5 ou 1 0 mg/kg, i.p. - 1,5 h) sobre
sobre as atividades antinociceptiva (A) e antiedema  togénica (B) do FTD-NO (500 mg/kg, p.o., -
1 h) nos modelos de resposta nociceptiva e edema de pata induzidos por formaldeido. V1 =
veiculo (Salina); V2 = veiculo (CMC 0,5%). * e *** indicam diferengas estatisticamente
significativas em relacdo ao grupo tratado com V1+V 2 (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). #
indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com V1+X-NO
(p<0,05), n=8.
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ntinociceptiva e

modelos de resposta

nociceptiva e edema de pata induzidos por formaldei  do
FTD-OH Administracio
ou de formaldeido Avaliagdo Avaliagdo Awvaliacdo
0ODQ ETD-NO iy de edema de edema de edema
- 90 - B0 0 5 15 30 90 150 min
1# fase 2* fase

A administracado de ODQ (4 ou 8 mg/kg, i.p.), 30 min antes da administragéo p.o. de

FTD-OH ou FTD-NO, ndo alterou a atividade antinociceptiva desses analogos

(Figuras 39A e 40A) . Entretanto, a atividade antiedematogénica dos dois analogos
foi atenuada pela maior dose (8 mg/kg) de ODQ (Figuras 39B e 40B) . ODQ (8
mg/kg, i.p.), administrado 1,5 h antes da injec¢é&o i.pl. de formaldeido, ndo alterou per

se a resposta nociceptiva e o edema de pata induzidos por esse estimulo.
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Figura 39 - Efeito induzido pelo ODQ (04 ou O8; 4 0 u 8 mg/kg, i.p., -1,5 h) sobre as atividades
antinociceptiva (A) e antiedematogénica (B) do FTD- OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos modelos de
resposta nociceptiva e edema de pata induzidos por formaldeido. V1 = veiculo (DMSO 4%);
V2 = veiculo (CMC 0,5%). *, ** e *** indicam difere nc¢as estatisticamente significativas em
relacdo ao grupo tratado com V1+V2 (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). * indica
diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo tratado com V1+FTD-OH (p<0,05),
n=8.
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Figura 40 - Efeito induzido pelo ODQ (04 ou 08; 4 0 u 8 mg/kg, i.p. , - 1,5 h) sobre as atividades
antinociceptiva (A) e antiedematogénica (B) do FTD-  NO (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos modelos de
resposta nociceptiva e edema de pata induzidos por formaldeido. V1 = veiculo (DMSO 4%);
V2 = veiculo (CMC 0,5%). *, ** e ** indicam difere nc¢as estatisticamente significativas em
relacdo ao grupo tratado com V1+V2 (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). * indica
diferenca estatisticamente significativa em relagcéo ao grupo tratado com V1+FTD-NO (p<0,05),

n=8.
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> Partel
Modelo Talidomida FTD-OH FTD-NO
Nociceptivo
Estimulo: Formaldeido Inibe: Inibe: Inibe:
Parametro avaliado: 12 e 22 fases 12 e 22 fases 12 e 22 fases
Lambida de pata Doses: Dose: Doses:
500 e 750 mg/kg | 500 mg/kg 500 e 750 mg/kg
Estimulo: Carragenina Inibe: N&o inibe Inibe:
Parametro avaliado: Apbés2,4e6h Apés2e4 h
Alodinia mecanica Doses: Dose:
500 e 750 mg/kg 750 mg/kg

Coordenacédo motora Talidomida FTD-OH FTD-NO
Estimulo: Fisico Sem alteracéo Reduzido Sem alteracéo
Parametro avaliado: Dose:
Tempo de permanéncia 750 mg/kg
na haste girante
Modelo Talidomida FTD-OH FTD-NO
Edematogénico
Estimulo: N&o inibe Inibe: Inibe:
Formaldeido Ap6s0,5e1,5h Ap6s0,5e1,5h
Parametro avaliado: Doses: Doses:
Edema de pata 125, 250, 500 e 750 | 125, 250, 500 e 750

mg/kg mg/kg
Estimulo: N&o inibe Inibe: Inibe:
Carragenina Apés4ebh Apbés 2,4e6h
Parametro avaliado: Doses: Doses:
Edema de pata 500 e 750 mg/kg 125, 250, 500 e 750

mg/kg
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> Parte ll
Concentragao: Talidomida FTD-OH FTD-NO
MPO, TNF-a, CXCL1
Edema de pata
Estimulo: Carragenina
MPO N&o inibe Inibe Inibe
Dose: 500 mg/kg | Dose: 500 mg/kg

TNF-a Na&o inibe Nao inibe Inibe

Doses:

250 e 500 mg/kg
CXCL1 Na&o inibe Nao inibe Inibe

Doses:

250 e 500 mg/kg
Modelo: Talidomida FTD-OH FTD-NO
Artrite induzida por | Dose: 500 mg/kg Dose: 500 mg/kg Dose: 500 mg/kg
antigeno
Células totais Nao inibe Inibe Inibe
Neutroéfilos Nao inibe Inibe Inibe
Mononucleares N&o inibe N&o inibe N&o inibe
MPO Na&o inibe Inibe Inibe
TNF-a N&o inib e Inibe Inibe
CXCL1 Na&o inibe Inibe Inibe
Alodinia mecanica | Inibe Inibe Inibe
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Modelo de dor
neuropatica:
Constricao do
nervo ciatico

Talidomida
Dose: 500 mg/kg

FTD-OH
Dose: 500 mg/kg

FTD-NO
Dose: 500 mg/kg

Alodinia mecanica | Inibe:

Ap6s1,3e5h

Inibe:

Apdésle3h

Inibe
Aposle3h

Concentragao:
Nitrito - Plasma sanguineo

Talidomida

FTD-OH

FTD-NO
Dose: 500 mg/kg

Nitrito (uM) Sem alteracéo Sem alteracdo | Aumento
» Parte lll
Antagonistas: FTD-OH FTD-NO

AM251, AM630, naltrexona, e

Dose: 500 mg/kg

Dose: 500 mg/kg

0oDQ

AM 251 N&o altera N&o altera
Atividade antinociceptiva

AM 251 Atenua Atenua
Atividade antiedematogénica

AM 630 N&o altera N&o altera
Atividade antinociceptiva

AM 630 N&o altera N&o altera
Atividade antiedematogénica

Naltrexona N&o altera N&o altera
Atividade antinociceptiva

Naltrexona Atenua Atenua
Atividade antiedematogénica

OoDQ Nao altera Nao altera
Atividade antinociceptiva

OoDQ Atenua Atenua

Atividade antiedematogénica
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6 DISCUSSAO

6.1 Analogos ftalimidicos como candidatos a farmaco S

Diferentes anélogos ftalimidicos, obtidos por meio de modificacbes quimicas
relativamente simples, podem apresentar atividades farmacol6gicas bastante
distintas daquelas da substancia precursora. Como as alteracbes quimicas néo
necessariamente alteram todas as atividades na mesma extensdo, essa estratégia
pode resultar no desenvolvimento de uma substancia com relagdo mais favoravel
entre efeitos terapéuticos e reacdes adversas, maior poténcia ou com novas
atividades farmacolégicas. Nos ultimos anos, o interesse no desenvolvimento de
diferentes analogos ftalimidicos tem aumentado devido a constatacdo de que
interagem com diferentes alvos moleculares, o que faz com que essas substancias
sejam consideradas candidatos a farmacos Uteis no tratamento de pacientes com
varias doencas, incluindo aquelas com manifestacdes inflamatérias e dolorosas.
Varios analogos ftalimidicos foram avaliados em ensaios farmacolégicos diversos e
alguns apresentam atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria (dos Santos et al.,
2011). Além disso, dois analogos ftalimidicos, lenalidomida e pomalidomida, foram
aprovados para o0 uso clinico pelo FDA no tratamento de pacientes com mieloma
multiplo (Bartlett et al., 2004; Dimopoulos et al., 2007; Lacy et al., 2009; Richardson
et al., 2002b; 2013; Schey et al., 2004).

No presente estudo, foram avaliados dois analogos ftalimidicos em diferentes
modelos experimentais de dor e inflamacdo. Um analogo (FTD-OH) tem como
caracteristica o acoplamento de uma cadeia lateral com o grupo funcional alcool (-
OH). O outro analogo (FTD-NO) tem como caracteristica a substituicAo dessa
hidroxila por um doador de NO. A investigacao dos efeitos induzidos por esses dois
analogos nos mesmos modelos experimentais de dor e inflamacdo permitiu
caracterizar o perfil farmacologico de cada um e a importancia do acoplamento de
um doador de NO a estrutura ftalimidica para a expressao das atividades

antinociceptiva e anti-inflamatoria.

Os analogos ftalimidicos avaliados no presente estudo, o FTD-OH e o FTD-NO,

apresentaram atividades em modelos experimentais de dores nociceptiva,



92

inflamat6ria e neuropética, bem como em modelos de edema inflamatorio. A
atividade antinociceptiva, de uma forma geral, parece ndo envolver mecanismos
canabinoidérgicos e opioidérgicos ou a via da guanilato ciclase-GMPc. Entretanto, a
atividade antinociceptiva em modelos experimentais de dor inflamatéria pode ser
resultado da inibicdo da migracdo celular e da producédo de citocinas inflamatérias. A
atividade antiedematogénica, por sua vez, envolve mecanismos canabinoidérgicos e
opioidérgicos ou a via da guanilato ciclase-GMPc, dependendo do modelo
experimental usado, e também pode ser resultado da inibicdo da quimiotaxia e da

producdo de mediadores inflamatorios.

6.2 Atividade antinociceptiva da talidomida e dosa  nalogos FTD-OH e FTD-NO

O presente estudo demonstrou as atividades antinociceptivas dos analogos
ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO em diferentes modelos experimentais de dor
inflamatoria (segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido,
alodinia mecanica induzida por carragenina e alodinia mecéanica induzida por
antigeno), dor neuropatica (alodinia mecéanica induzida por constricdo do nervo
ciatico) e dor nociceptiva (primeira fase da resposta nociceptiva induzida por
formaldeido). A talidomida, utillizada como um farmaco de referéncia para
comparacdo com o0s analogos ftalimidicos, também apresentou atividade

antinociceptiva nos modelos experimentais de dor inflamatoria e dor neuropética.

Com o objetivo de investigar se a reducdo da expressdo do comportamento
nociceptivo avaliado nos diferentes modelos experimentais de dor poderia resultar
de incoordenagdo motora e/ou relaxamento muscular induzidos pelos anélogos
ftalimidicos e ndo de uma atividade antinociceptiva intrinseca, foi avaliado o efeito
induzido por essas substancias sobre o tempo de permanéncia dos animais na
haste girante. O analogo ftalimidico FTD-NO e a talidomida nao reduziram o tempo
de permanéncia dos animais na haste girante, o que permite sugerir que a reducao
do comportamento nociceptivo induzido por esses analogos, nas doses usadas,
deve ser resultado de uma atividade antinociceptiva intrinseca. Entretanto, a maior
dose do analogo ftalimidico FTD-OH (750 mg/kg) induziu incoordenacdo motora, de

forma que sO é possivel relacionar a redugdo do comportamento nociceptivo
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induzido por esse analogo a uma atividade antinociceptiva intrinseca quando séo
usadas doses menores do mesmo. Assim, os analogos ftalimidicos avaliados no
presente estudo, de forma semelhante aos analgésicos opioides (Meert &
Vermeirsch, 2005) e antiepilépticos (Kayser & Christensen, 2000), apresentam
atividade antinociceptiva sem associacdo com comprometimento motor quando

usados em doses menores.

A demonstracdo da atividade antinociceptiva dos dois andalogos ftalimidicos em
diferentes modelos experimentais de dores nociceptiva, inflamatéria e neuropatica
corrobora a atividade antinociceptiva dessa classe de substancias, previamente
demonstrada para a talidomida (Goli, 2007) e para a lenalidomida (Asher & Furnish,
2013). E possivel que varios mecanismos bioquimicos medeiem a atividade
antinociceptiva dos analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO, uma vez que essa
atividade foi observada em modelos experimentais de dores nociceptiva, inflamatoria
e neuropatica. O conhecimento dos mecanismos neuroquimicos relevantes para o
processamento nociceptivo em um modelo experimental de dor, assim como
intervencdes com ferramentas farmacoldgicas especificas, podem proporcionar
informagdes sobre os mecanismos que medeiam a atividade antinociceptiva de uma

droga em investigagao.

A resposta nociceptiva induzida por formaldeido, um dos modelos usados no
presente estudo, é composta por duas fases, uma que simula dor nociceptiva
(primeira fase) e outra que simula dor inflamatéria (segunda fase). A primeira fase
comeca imediatamente apos a injecdo de formaldeido, envolve a ativacéo direta de
nociceptores do tipo C e tem duracdo aproximada de 5 min (Tjolsen et al., 1992).
Diferentes estudos indicam que a interacdo de formaldeido com receptores TRPA1
(Mcnamara et al., 2007; Kerstein et al., 2009) e TRPV1 (Tian et al., 2009) pode estar
envolvida na ativacdo dos nociceptores. A segunda fase da resposta nociceptiva
comeca 15 a 20 min apoés a injecao de formaldeido e tem duragcdo aproximada de
30 a 60 min, dependendo da espécie do animal usada e da concentracdo do
estimulo nocivo. Essa fase resulta da resposta inflamatoria no local da inje¢do, com
a liberacdo de mudltiplos mediadores que contribuem para a ativacdo e
sensibilizacdo dos nociceptores, bem como da facilitacdo da transmisséo
nociceptiva no SNC (Coderre et al., 1990; Shibata et al., 1989; Tjolsen et al., 1992).
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Estudos eletrofisiolégicos demonstram um aumento bifasico da excitabilidade dos
nociceptores apoés a injecdo de formaldeido (Dickenson & Sullivan, 1987a; b), que
apresenta um paralelismo com o aspecto bifasico da resposta nociceptiva. O
aumento da excitabilidade dos nociceptores esta associado a liberacdo de
diferentes mediadores no corno dorsal da medula espinhal, entre os quais estdo o
glutamato, a PGE2 e o NO, que contribuem para o processamento nociceptivo
(Malmberg & Yaksh, 1995; Okuda et al., 2001). A reacao inflamatoria local envolve
mediadores como os neuropeptidios (substancia P e peptidio relacionado ao gene
da calcitonina), a histamina, a serotonina, as citocinas e 0S eicosanoides que
contribuem para a resposta nociceptiva e o edema (Damas & Liégois, 1999; Dorazil-
Dudzik et al., 2004; Hagains et al., 2010; Patel et al, 2013; Yamato et al., 2013;
Wheeler-Aceto & Cowan, 1991). Frequentemente, a primeira fase da resposta
nociceptiva induzida por formaldeido é inibida por drogas ou farmacos que agem
predominantemente no SNC, como 0s analgésicos opioides, enquanto a segunda
fase € inibida por drogas ou farmacos de acdo central e também por drogas ou
farmacos que apresentam atividade predominantemente anti-inflamatoria (Hunskaar
& Hole, 1987; Shibata et al., 1989; Tjolsen et al., 1992).

No presente estudo, foi demonstrado que os analogos FTD-OH e FTD-NO, bem
como a talidomida, inibem a resposta nociceptiva induzida por formaldeido. O FTD-
OH e o FTD-NO inibem tanto a primeira quanto a segunda fase da resposta
nociceptiva, em extensdes muito semelhantes e de forma marcante quando
comparados com a talidomida. Esses resultados indicam que a atividade
antinociceptiva dessas trés substancias pode resultar de varios mecanismos,
incluindo efeito sobre o processamento nociceptivo no SNC, o que poderia contribuir
para a inibicdo da primeira fase da resposta nociceptiva. Por outro lado, o efeito
sobre o processamento nociceptivo periférico, incluindo a inibicdo da producéo ou
acdo de mediadores inflamatdrios que ativam ou sensibilizam 0s nociceptores,
juntamente com o efeito central, poderiam contribuir para a inibicdo da segunda fase

da resposta nociceptiva.

Os analogos FTD-OH e FTD-NO investigados no presente estudo, diferentemente
da talidomida, inibem a migracéo de leucécitos mononucleares e polimorfonucleares,

avaliada de forma direta ou indireta por meio da determinacdo da atividade da MPO,
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e a producdo de TNF-a e CXCL1 induzidas por diferentes estimulos inflamatorios.
Embora a talidomida seja considerada um inibidor tradicional da produgéo de TNF-a
e de outras citocinas, varios estudos demonstraram diferentes efeitos induzidos por
esse farmaco. A talidomida, dependendo das doses usadas, do tipo de célula
ativada, do estimulo aplicado ou das caracteristicas dos ensaios (in vitro ou in vivo)
pode inibir (Sampaio et al., 1991; Moreira et al., 1993) ou aumentar (Corral et al.,
1999; Haslett et al., 1998; Marriott et al., 2002) as concentragcbes de TNF-a.
Entretanto, os diferentes efeitos imunomodulatérios induzidos pela talidomida
(Payvandi et al., 2004; Jin et al., 2002; Geitz et al., 1996) podem justificar a sua
atividade antinociceptiva, caracterizada em diferentes modelos experimentais de dor
(George et al., 2000; Pereira et al., 2009; Ribeiro et al., 2000), incluindo a resposta
nociceptiva induzida por formaldeido (Pereira et al., 2009) ou por constricdo do

nervo ciatico (George et al., 2000).

Em relacdo aos analogos ftalimidicos, foi observada uma diferenca entre os seus
efeitos quando diferentes estimulos inflamatorios foram usados para induzir a
migracdo celular e a producdo de citocinas inflamatérias. Ambos o0s analogos
inibiram de forma marcante essas respostas no modelo de inflamacé&o articular
induzida por antigeno, enquanto no modelo de inflamacao induzida por carragenina,
o analogo FTD-NO apresentou maior atividade que o analogo FTD-OH. A inibicdo
da migracao celular e da producéo de citocinas inflamatorias pode representar um
mecanismo importante que medeia a atividade dos andlogos em modelos
experimentais de dor inflamatdria e neuropatica, uma vez que resultados de varios

estudos fornecem suporte a essa proposta.

A carragenina, um estimulo usado no presente estudo, induz inflamacao local que
resulta da acdo de varios mediadores, incluindo bradicinina, histamina, serotonina,
eicosanoides, citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(Crunkhorn & Meacock, 1971; Ferreira et al., 1993; lanaro et al., 1994; Salvemini et
al., 1996a; b). A carragenina também induz a migracdo de neutrofilos para o sitio
inflamatério que, uma vez ativados, produzem varios dos mediadores acima
mencionados (Salvemini et al.,, 1996a). Muitos desses mediadores, bem como
leucdcitos que migram para o local, também medeiam a artrite induzida por antigeno

em camundongos (Coelho et al., 2008; van den Berg, 1981), outro modelo
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experimental de dor inflamatéria usado no presente estudo. Em ambos os casos,
inflamac@o de pata induzida por carragenina ou artrite induzida por antigeno, o
desenvolvimento da alodinia mecanica € uma resposta amplamente reconhecida e
indica a sensibilizacdo marcante dos nociceptores induzida por multiplos mediadores
inflamato6rios. A alodinia mecénica avaliada no modelo experimental de dor
neuropatica usado no presente estudo, constricdo do nervo ciatico em
camundongos, envolve ndo somente vias neuronais, mas também células de
Schwann, células satélites no ganglio da raiz dorsal, componentes do sistema imune
periférico, microglia e astrocitos espinhais. As citocinas inflamatérias exercem um
papel fundamental na inducdo e manutencdo da sensibilizacdo em modelos
experimentais de dor neuropatica (Sommer et al., 1997; 1998a). A associacao entre
estimulo inflamatério e lesdo do nervo exacerba a nocicepcdo, enquanto a
supressdo concomitante da resposta imune com administracdo sistémica de
ciclosporina A (Bennett, 2000) ou dexametasona reduz a infiltracdo de células
imunes e a hiperalgesia induzidas pela constricdo de nervo ciatico (Clatworthy et al.,
1995).

Ha varios estudos demonstrando que o TNF-a é um mediador importante do
processamento nociceptivo em modelos experimentais de dor inflamatéria e
neuropatica. Entre os resultados apresentados nesses estudos, ha demonstracao
das alodinias mecénica e térmica induzidas por TNF-a (Schéfers et al., 2004; Wei et
al., 2007) e do aumento da concentracdo dessa citocina na pata de animais apos a
injecdo de diferentes estimulos inflamatérios, incluindo carragenina (Loram et al.,
2007), albumina metilada (Vieira et al., 2009) ou formaldeido (Patel et al., 2013;
Yamato et al., 2013). Essa citocina também apresenta-se em concentracéo elevada
no tecido obtido de animais com artrite induzida por antigeno (Silveira et al., 2013) e
no sitio da constricdo do nervo ciatico no modelo experimental de dor neuropatica
(Okamoto et al., 2001; Sacerdote et al., 2008). Corroborando a proposta de um
papel importante do TNF-a nos modelos experimentais de dor inflamatoria e
neuropatica, ha estudos demonstrando que anticorpos ou inibidores de TNF-a
inibem a resposta nociceptiva nesses modelos (Sommer et al., 1998b; 2001) e que
animais deficientes para receptores para TNF-a apresentam resposta nociceptiva

atenuada a diferentes estimulos (Bruce et al., 1996; Zhang et al., 2011).
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Em relacdo a citocina CXCL1, também h& evidéncias do seu papel no
processamento nociceptivo em diferentes modelos experimentais de dor. Assim, foi
demonstrado um aumento da producdo dessa citocina em modelos experimentais
de dores neuropatica (Zhang et al., 2013) e inflamatdria (Brack et al., 2004), bem
como inibicdo da resposta nociceptiva em varios modelos experimentais quando os
animais sdo previamente tratados com um inibidor do receptor CXCR1/2, com o
gual a CXCL1 interage (Coelho et al., 2008).

A migracdo celular, particularmente de leucécitos polimorfonucleares, também
contribui de forma marcante para a resposta nociceptiva em diferentes modelos
experimentais de dor, provavelmente devido a conhecida capacidade dessas
células, uma vez ativadas, de secretarem uma diversidade de mediadores
inflamatorios (Rittner et al., 2005). Cunha et al. (2008) demonstraram um acumulo
de neutréfilos na pata de animais injetados com carragenina ocorrendo
simultaneamente ao desenvolvimento das alodinias mecénica e térmica, bem como
a inibicdo da alodinia mecéanica induzida por esse estimulo inflamatorio quando os
animais sdo previamente tratados com um inibidor da migracdo de leucdcitos.
Também foi demonstrado o acumulo de neutréfilos em segmentos do nervo ciatico
submetidos a seccéo parcial (Perkins e Tracey, 2000) e ganglios da raiz dorsal apés
constricdo do nervo correspondente (Morin et al., 2007; Kim e Moalem-Taylor,
2011), o que leva a sugestao de que a migracao de células inflamatorias também
representa uma etapa importante no processo de sensibilizacdo em modelos
experimentais de dor neuropatica (para uma revisdo, veja Thacker et al., 2007).
Assim, é esperado que nesses modelos experimentais, drogas ou farmacos que

inibem a migracao celular também atenuem a sensibilizacao.

No presente estudo, outros protocolos foram realizados com o objetivo de investigar
outros mecanismos que poderiam contribuir para a atividade dos analogos
ftalimidicos no modelo da resposta nociceptiva induzida por formaldeido.
Inicialmente, os antagonistas dos receptores canabinoides CB1 (AM251) (Guhring et
al., 2002) e CB2 (AM630) (Malan et al., 2001) foram usados com o objetivo de
investigar se a via canabinoidérgica poderia mediar as atividades antinociceptivas
das substancias FTD-OH e FTD-NO. E amplamente conhecido que a atividade

antinociceptiva de varias drogas ou farmacos € revertida por antagonistas



98

canabinoides (Guhring et al., 2002; Guindon et al., 2006; Ibrahim et al., 2004; Malan
et al.,, 2001; 2002; Schreiber et al., 2012). Entretanto, a administracdo prévia de
AM251 ou AM630 nao alterou as atividades antinociceptivas do FTD-OH e do FTD-
NO, o que indica que mecanismos canabinoidérgicos néo sdo relevantes para essas

atividades no modelo experimental usado.

Em seguida, foi investigada se a via opioidérgica poderia mediar as atividades
antinociceptivas das substancias FTD-OH e FTD-NO, por meio da utilizacdo de um
antagonista ndo-seletivo de receptores opioides (naltrexona) (Gutstein & Akil, 2006).
Diferentemente de outros estudos que demonstraram a participagdo da via
opioidérgica na atividade antinociceptiva de outras drogas ou farmacos (Lembeck &
Donnerer 1985; Hong & Abbott 1995; Zhao et al.,, 1985), o presente estudo
demonstrou que a administragdo prévia de naltrexona ndo altera a atividade
antinociceptiva dos analogos FTD-OH e FTD-NO. Embora os anélogos ftalimidicos
investigados no presente estudo ndo sejam estruturalmente tdo semelhantes a
talidomida, é importante ressaltar que a atividade antinociceptiva desse farmaco,
demonstrada em modelo experimental de artrite induzida por zimosano, também né&o
€ atenuada pelo tratamento prévio dos animais com o antagonista de receptores

opioides naloxona (Vale et al., 2006).

Outro mecanismo bioquimico investigado foi a ativacdo da via da guanilato ciclase-
GMPc. O ODQ, um inibidor da enzima guanilato ciclase (Boulton et al., 1995;
Garthwaite et al., 1995), foi usado com o objetivo de investigar se a ativacdo dessa
enzima medeia as atividades antinociceptivas das substancias FTD-OH e FTD-NO.
E amplamente conhecido que a atividade antinociceptiva de varias drogas ou
farmacos € revertida por inibidores da guanilato ciclase (Alves et al., 2004; Déciga-
Campos & Lopez-Mundz, 2004; Lazaro-lbafiez et al., 2001; Rodrigues & Duarte,
2000; Sachs et al.,, 2000). No presente estudo, entretanto, ndo foi observada
alteracdo do efeito antinociceptivo induzido pelos analogos ftalimidicos quando os
animais foram previamente tratados com ODQ. Esse resultado indica que os
analogos ftalimidicos, de forma diferente de vérias outras drogas ou farmacos,
induzem efeito antinociceptivo no modelo experimental por meio da ativacdo de

mecanismos independentes de cGMP.
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Em relacdo a capacidade de aumentar a concentragdo plasméatica de nitrito, uma
evidéncia indireta do estimulo a producéo ou a liberacdo de NO, observou-se que
apenas o analogo FTD-NO apresentou essa atividade. Apesar da diferenca
marcante observada entre o FTD-OH e o FTD-NO em relacdo a esse parametro
bioquimico, a analise conjunta dos resultados indica que ambos o0s analogos
ftalimidicos apresentam as mesmas atividades na maioria dos modelos
experimentais de dor e inflamacdo. Apenas no modelo de inflamacéo aguda induzida
por carragenina foi observada uma diferenca, caracterizada pela atividade inibitoria
do FTD-NO, mas nao do FTD-OH, sobre a produgédo de TNF-a e CXCL-1. Conclui-
se, assim, que a substituicdo da hidroxila do anélogo ftalimidico FTD-OH por um
grupo doador de NO néo resultou em uma substancia que apresenta maior atividade
na maioria dos modelos experimentais de dor e de inflamacdo. Esses resultados
diferem daqueles observados para outras drogas ou farmacos, entre 0s quais o
acido acetilsalicilico (Fiorucci et al., 2000; Turnbull et al., 2008), o paracetamol
(Romero-Sandoval et al., 2007) e o naproxeno (Young et al., 2005), para os quais 0
acoplamento de um grupo doador de NO aumentou a atividade antinociceptiva em
diferentes modelos experimentais. Embora os resultados do presente estudo né&o
permitam indicar razfes para as atividades muito semelhantes dos dois analogos
ftalimidicos investigados, pode-se concluir que o acoplamento de um grupo doador
de NO nem sempre resulta em uma nova droga com maior atividade do que aquela

da precursora.

6.3 Atividade antiedematogénica dos analogos FTD- OH e FTD-NO

No presente estudo, foi demonstrado que os analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-
NO também inibem o edema induzido por formaldeido ou carragenina. Embora a
talidomida tenha mimetizado o FTD-OH e o FTD-NO em relacdo a atividade
antinociceptiva, esse farmaco diferiu em relacdo aos dois analogos ftalimidicos, uma

vez que nao apresentou atividade antiedematogénica.

O edema inflamatério induzido por formaldeido ou carragenina € comumente
observado apés a injecao i.pl. desses estimulos inflamatérios em roedores. Embora

o edema de pata induzido por formaldeido seja menos investigado do que o edema
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de pata induzido por carragenina, ha evidéncias de que muitos dos mediadores que
contribuem para o desenvolvimento da resposta nociceptiva também sejam
relevantes para o desenvolvimento do edema. A ativacdo de TRPAL, que contribui
para a resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido (Mcnamara et al., 2007;
Kerstein et al., 2009), também contribui para o desenvolvimento do edema. Os
resultados que permitiram essas conclusbes incluem a demonstracdo de que a
injecdo i.pl. de agonista de receptores TRPA1l (alilisotiocianato) induz edema
(Moilanen et al., 2012; Perin-Martins et al., 2013) e também a demonstragcédo de que
o edema induzido por carragenina e alilisotiocianato em animais deficientes para
receptores TRPA1 ou tratados com antagonistas de receptores TRPA1 apresenta-
se reduzido (Moilanen et al., 2012). Também € altamente provavel que muitos dos
mediadores cuja producdo é estimulada pela injecéo i.pl. de formaldeido, incluindo
substancia P, peptidio relacionado ao gene da calcitonina, histamina, serotonina,
citocinas e eicosanoides, contribuam para o0 desenvolvimento do edema
inflamatorio, uma vez que muitos deles induzem vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade (Damas & Liégois, 1999; Dorazil-Dudzik et al., 2004; Hagains et al.,
2010; Patel et al, 2013; Yamato et al., 2013; Wheeler-Aceto & Cowan, 1991).

A carragenina, outro estimulo usado no presente estudo, induz inflamacéo local que
resulta da acao de varios mediadores, incluindo bradicinina, histamina, serotonina,
eicosanoides, citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(Crunkhorn & Meacock, 1971; Ferreira et al., 1993; lanaro et al., 1994; Salvemini et
al., 1996a; b). A carragenina também induz a migracdo de neutrdéfilos para o sitio
inflamatorio, que uma vez ativados, produzem varios dos mediadores acima
mencionados (Salvemini et al., 1996a). Em muitos desses estudos, 0s autores
demonstraram que esses mediadores inflamatérios ndo apenas contribuem para a
alodinia induzida pela carragenina, mas também para o edema inflamatério que

ocorre de forma simultanea a resposta nociceptiva.

Tanto o edema de pata induzido por formaldeido quanto o edema de pata induzido
por carragenina foram atenuados em animais tratados previamente com o0s
analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO. Embora o efeito induzido pelos analogos
ftalimidicos sobre a migracéo celular e a producdo de citocinas inflamatorias s6

tenha sido avaliado no modelo de inflamagé&o induzido por carragenina, € bastante
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provavel que a inibicdo desses fenbmenos contribua para explicar a atividade
antiedematogénica do FTD-OH e FTD-NO nesse modelo e também no modelo de
edema de pata induzido pelo formaldeido, que envolve mediadores semelhantes. A
talidomida, por sua vez, nao inibiu a migracao celular e a producdo de citocinas
inflamatorias, resultados que contribuem para explicar a auséncia de atividade
desse farmaco nos modelos de edema de pata induzido por formaldeido ou

carragenina.

No presente estudo, foram obtidas evidéncias de que a ativacdo de mecanismos
canabinoidérgicos e opioidérgicos ou da via guanilato ciclase também pode
contribuir para a atividade antiedematogénica dos analogos ftalimidicos no modelo
de inflamacao induzida pelo formaldeido. Esses resultados podem ser considerados
inesperados, uma vez que essas vias sdo comumente descritas como relevantes
para a atividade antinociceptiva de muitas drogas ou farmacos (Alves et al., 2004;
Guhring et al., 2002; Lembeck & Donnerer 1985) e no presente estudo foi observado
que a ativacdo dessas vias contribuiu para a atividade antiedematogénica e nao

para a atividade antinociceptiva.

Em relacdo aos mecanismos canabinoidérgicos, apenas a administracdo prévia do
antagonista do receptor CB1 (AM251) (Guhring et al., 2002), mas n&o do antagonista
do receptor CB2 (AM630) (Malan et al., 2001), atenuou o efeito antiedematogénico
induzido pelos dois analogos. Assim, sugere-se que atividade antiedematogénica
dos analogos FTD-OH e FTD-NO pode ser mediada por receptores CBi. Outros
estudos fornecerem resultados que podem auxiliar na compreenséo dos resultados
do presente estudo. Ha demonstracdo de que antagonistas CB1 podem atenuar a
atividade anti-inflamatéria, incluindo antiedematogénica, de diferentes drogas
(Aviello et al., 2011; Matos et al., 2013) e também de que agonistas de receptores
CB:1 inibem edema em orelha de camundongos induzido por capsaicina (Richardson
et al., 1998).

Em seguida, foi investigado, por meio da utilizagdo de um antagonista nao-seletivo
de receptores opioides (naltrexona) (Gutstein & Akil, 2006), se a via opioidérgica
poderia mediar a atividade antiedematogénica das substancias FTD-OH e FTD-NO.

A administracdo prévia de naltrexona atenuou a atividade antiedematogénica dos
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analogos FTD-OH e FTD-NO. Assim, sugere-se que atividade antiedematogénica
dos andlogos FTD-OH e FTD-NO também pode ser mediada por receptores
opioides. Também ha evidéncias na literatura que fornecem sustentacdo a esses
resultados e que indicam que a ativacdo de mecanismos opioidérgicos pode inibir a
resposta inflamatoria. A injecéo intratecal (Brock & Tonussi 2008) ou i.p. (Joris et al.
1990) de morfina inibe o edema de pata induzido por carragenina. Por sua vez,
Obara et al. (2009) demonstraram que a injecao i.pl. de agonistas opioides reduz o

edema de pata induzido por formaldeido.

Também foi investigado se a ativacdo da via da guanilato ciclase-GMPc poderia
contribuir para a atividade antiedematogénica dos analogos ftalimidicos. No presente
estudo, foi observada a atenuacdo do efeito antiedematogénico induzido pelos
analogos ftalimidicos FTD-OH e FTD-NO quando os animais foram previamente
tratados com ODQ, um inibidor da enzima guanilato ciclase (Boulton et al., 1995;
Garthwaite et al., 1995). Esse resultado indica que os analogos ftalimidicos podem
induzir efeito antiedematogénico por meio da ativacdo de mecanismos dependentes
de cGMP. Ha estudos que demonstraram que a ativacado dessa via induz efeitos
anti-inflamatorios, como reducéo do recrutamento de neutréfilos e da liberacdo de
TNF-a (Brock & Tonussi 2008; Fernandes et al., 2002; Rocha et al., 2011).

6.4 Perspectivas

Os andalogos FTD-OH e FTD-NO, destituidos do anel glutarimidico, quando
comparados com a talidomida, apresentam atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoéria superiores em varios modelos experimentais. A demonstracdo dessas
atividades indica que esses dois analogos ftalimidicos, per se, podem representar
candidatos a farmacos anti-inflamatorios e analgésicos. Entretanto, o interesse
nesses analogos nao deriva apenas dessa demonstracdo. Em relacdo aos aspectos
guimicos, deve ser ressaltada a simplicidade molecular do FTD-OH e do FTD-NO
guando comparados a varios outros analogos ftalimidicos sintetizados por diferentes
grupos de pesquisa (Chaulet et al. 2011; Mazzoccoli et al. 2012; Miyachi et al.,
1997a; Stewart et al., 2007; 2010; Sano et al., 2004; Noguchi et al., 2004). Em

relacdo aos aspectos relacionados a seguranca, ha a demonstracdo de que outros
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analogos ftalimidicos destituidos do anel glutarimidico, diferentemente da talidomida,
nao apresentam atividade teratogénica (D’Amato et al., 1994; Huang and McBride,
1997; Joussen et al., 1999; Lepper et al., 2004). Assim, os analogos ftalimidicos
investigados no presente estudo, mesmo que sejam avaliados como candidatos
inadequados a farmacos em estudos posteriores, continuam sendo objeto de
interesse tendo em vista que podem ser considerados como protétipos para o
desenvolvimento de novas substancias com menor complexidade estrutural e

perspectiva de melhor perfil de seguranca.

6.5 LimitacOes

Embora o presente estudo tenha fornecido resultados que demonstram de uma
forma inequivoca que o FTD-OH e o FTD-NO induzem efeitos em varios modelos
experimentais de dor e inflamacédo, bem como demonstrado algumas alteracdes
bioquimicas que poderiam mediar esses efeitos, ndo ha conhecimento sobre o(s)
alvo(s) moleculare(s) com o(s) qual(is) esses analogos interagem para expressar
suas atividades. O desconhecimento desse aspecto pode dificultar o
desenvolvimento de novas substancias, estruturalmente relacionadas aos dois
analogos estudados, que poderiam ter um perfil farmacolégico mais interessante. Da
mesma forma, ndo ha conhecimento sobre o perfil farmacocinético e sobre a
seguranca do FTD-OH e FTD-NO que permita avaliar se esses anélogos

apresentam potencial como candidatos a farmacos.

6.6 Conclusbes

Os resultados do presente estudo demonstram que dois analogos ftalimidicos, o
FTD-OH e o FTD-NO, apresentam atividades marcantes em varios modelos
experimentais de dor e inflamagéo, provavelmente relacionadas com efeitos sobre a
producéo e/ou acdo de mediadores inflamatoérios e também sobre o processamento
nociceptivo no SNC. A modificagdo do FTD-OH, por meio do acoplamento de um
doador de NO, nédo resultou em uma substancia com maior atividade na maioria dos

modelos experimentais. A atividade antiedematogénica, mas nao a atividade
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antinociceptiva, dos anélogos ftalimidicos envolve a ativagdo de mecanismos
canabinoidérgicos e opioidérgicos ou da via da guanilato ciclase. Assim como outros
analogos ftalimidicos investigados por diferentes grupos de pesquisa, o FTD-OH e o
FTD-NO podem ser considerados candidatos a farmacos analgésicos e anti-
inflamatérios ou a protétipos para o desenvolvimento de outros candidatos com

estruturas quimicas mais simples e com melhor perfil de seguranca.
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