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RESUMO

A inflamacéo é uma resposta ndo especifica resultante da microcirculagdo e lesdo
dos tecidos, podendo ser provocada por estimulos bioldgicos, fisicos, quimicos ou
combinacéo destes. E caracterizada por calor, rubor, edema, dor podendo culminar
em perda da fungéo tecidual. A uni&do destes fatores leva a uma cascata de eventos
bioquimicos, que provocam a ativacdo de enzimas envolvidas na liberagdo de
mediadores, fenestracao endotelial, extravasamento de liquido, migracdo de células,
quebra e reparo de tecidos. No tratamento comumente sdo utilizados os agentes
anti-inflamatorios nédo esteroidais (AINES) e os esteroidais (AIES), que ndo séao livres
de eventos secundarios, 0 que torna promissora a busca de novas moléculas anti-
inflamatorias. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial anti-inflamatoério de um
novo composto hibrido inddlico fenilacrilamida denominado ICMD na busca por
respostas farmacoldgicas potencializadas. A atividade anti-inflamatoéria foi avaliada
em camundongos adultos pesando de 25 a 30 g, nos modelos de edema de pata e
peritonite, utilizando como agente inflamatorio o CFA e zymosan, respectivamente. A
seguranca de uso foi avaliada nos ensaios de citotoxicidade em eritrécitos humanos
frescos, toxicidade aguda de dose Unica e gastrica em camundongos. Os ensaios
foram aprovados no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFBA) sob nimero
135/2018. Os resultados mostram que o0 composto ICMD n&o apresenta
citotoxicidade nem toxicidade aguda significativa. Nas doses de 25, 50 e 100 mg kg
reduziu significativamente o edema de pata nas 6 primeiras horas, mostrando seu
potencial anti-inflamatério e antiedematogénico. O composto também reduziu a
migracao de leucdcitos para a cavidade peritoneal dos camundongos, evento este
importante no processo inflamatério. Quando utilizado por 7 dias consecutivos,
também ndo provocou ulceracBes gastricas mostrando uma certa seguranca
gastrica. Estes resultados indicam a efetividade das propriedades anti-inflamatorias
do composto ICMD com perspectivas para o0 desenvolvimento de um novo

medicamento.

Palavra-chave: Derivado inddlico fenilacrilamida. Edema de pata. Peritonite.
Toxicidade gastrica.



ABSTRACT

Inflammation is a non-specific response resulting from microcirculation and tissue
damage and can be caused by biological, physical, chemical or combination of these
stimuli. It is characterized by heat, flushing, edema and pain. The union of these
factors leads to a cascade of biochemical events that trigger the activation of
enzymes involved in mediator release, endothelial fenestration, fluid leakage, cell
migration, tissue breakdown and repair. Non-steroidal anti-inflammatory agents
(NSAIDs) and steroidal anti-inflammatory agents (EIAs), that are not free of
secondary events, are commonly used in the treatment, which makes the search for
new anti-inflammatory molecules promising. The aim of this study was to evaluate
the anti-inflammatory potential of a new indole phenylacrylamide hybrid compound
named ICMD in search of potentiated pharmacological responses. Anti-inflammatory
activity was evaluated in adult mice weighing 25 to 30 g, in the models of paw edema
and peritonitis, using CFA and zymosan as the inflammatory agent, respectively.
Safety of use was evaluated in cytotoxicity assays in fresh human erythrocytes, acute
single dose and gastric toxicity in mice. The trials were approved by the Animal Use
Ethics Committee (CEUA-UFBA) under number 135/2018. The results show that the
ICMD compound shows no significant cytotoxicity or acute toxicity. At doses of 25, 50
and 100 mg kg-1 significantly reduced paw edema in the first 6 hours, showing its
anti-inflammatory and antiedematogenic potential. The compound also reduced
leukocyte migration to the peritoneal cavity of mice, an important event in the
inflammatory process. When used for 7 consecutive days, it also did not cause
gastric ulcerations showing some gastric safety. These results indicate the
effectiveness of the anti-inflammatory properties of the compound ICMD with

prospects for the development of a new drug.

Keywords: Indolic phenylacrylamide derivative. Paw edema. Peritonitis. Gastric
Toxicity
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo é um processo fisiologico designado a alertar o sistema
imunoldgico da presenca de patdgenos, lesdo tecidual ou outras agressoes. Este
processo € crucial para a defesa do organismo e requer uma regulacdo rigida das
suas funcbes o que € determinante na acdo do sistema imunolégico, no controle de
infeccdes e na resolucdo da inflamacao. Apesar da inflamac&o ndo ser um processo
patolégico, quando ha uma exacerbacdo ou prolongamento dos estimulos
inflamatorios, esse passa a induzir danos aos tecidos (GRIVENNIKOV; GRETEN;
KARIN, 2010; KOTAS; MEDZHITOV, 2015; XU; LARBI, 2018).

A fim de evitar tais danos, foram desenvolvidos farmacos que atuam
impedindo ou diminuindo o processo inflamatorio. Dentre eles, os anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINES) representantes uma das classes de maior diversidade de
farmacos clinicamente disponiveis no Brasil (MENDES et al., 2012). Esses
medicamentos de grande variedade estrutural atuam inibindo de maneira seletiva ou
nao as isoformas da enzima cicloxigenase (COX). A isoformas principais séo: a
COX-1, expressa constitutivamente para manutencdo das fungdes homeostésicas,
como a integridade gastrointestinal e a COX-2, indubitavelmente expressa em
resposta a estimulos patologicos (RAO; KABIR; MOHAMED, 2010; KALINSKI, 2012;
ZEINALI et al., 2017).

Com relacao aos problemas relacionados aos eventos secundarios da terapia
convencional com AINEs, tém-se os distlrbios gastrointestinais (Gl), que ocorre em
funcdo da inibichio da COX-1, comprometendo producdo das prostaglandinas
citoprotetoras, e da presenca de fracdes acidas desses farmacos em contato direto
com a mucosa, causando lesdes ulcerativas (VENERITO; WEX; MALFERTHEINER,
2010; KAJAL et al., 2014; MARCEN; SOSTRES; LANAS, 2016).

Na tentativa de contornar a toxicidade gastrica, foram desenvolvidas drogas
mais seletivas para COX-2, os “Coxibes”. Essas novas drogas, apesar de um perfil
gastrico mais seguro, apresentaram uma ocorréncia elevada de eventos
cardiovasculares- e aterotromboticos associado ao uso crbnico, portanto, alguns
desses farmacos foram proscritos (ROSTOM et al., 2007; MONTEIRO et al., 2008;
PATRONO et al., 2016).

Para minimizar esses efeitos indesejaveis promovidos pelos agentes

terapéuticos disponiveis no mercado, busca-se o0 desenvolvimento de novos
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compostos quimicos sintéticos com potencial efeito terapéutico anti-inflamatorio,
maior seguranca, com baixo custo de producdo e sem que haja 0 comprometimento
dos recursos naturais. E isso vem sendo possivel gracas ao advento da quimica
medicinal e sintética que otimiza as etapas de planejamento de farmacos, elegendo
moléculas promissoras para diversas atividades biologicas (CAMBELL,;
MACDONALD; PROCOPIOU, 2018).

Com base nos aspectos abordados, foi sintetizado um composto indolico
fenilacrilamida, obtido pela estratégia de hibridacdo molecular, constituindo em sua
estrutura dois fragmentos importantes para atividade anti-inflamatoéria (o nucleo
inddlico e a fracdo n-fenilacetamida). Desse modo, este estudo teve como proposta,
avaliar o potencial anti-inflamatério do composto hibrido 2-ciano-3(indol-3-yl)-N-
fenilacrilamida (ICMD), na expectativa de obter respostas farmacologicas
potencializadas com menores eventos secundarios responsaveis por causar reacdes
adversas, como os distlrbios gastrointestinais e a nefrotoxicidade associada ao uso

prolongado dos medicamentos convencionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil anti-inflamatorio e toxicolégico de um derivado hibrido inddlico
fenilacrilamida.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial anti-inflamatério in vivo através dos modelos de edema de
pata induzido por CFA e peritonite induzida por zymosan;

e Avaliar o potencial toxicolégico do derivado hibrido através do ensaio de
toxicidade aguda de dose Unica;

e Verificar o possivel efeito ulcerogénico do composto através do ensaio de
toxicidade gastrica;

e Determinar o potencial hemolitico do composto ind6lico fenilacrilamida.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fisiopatologia da inflamacgéo
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A inflamagcdo é um mecanismo de defesa inespecifico desencadeado em

resposta a desafios extremos a homeostase, como infec¢des ou lesdes teciduais.

Apesar da inflamacdo néo ser um processo patoldgico, quando ha uma exacerbacao

ou prolongamento do estimulo inflamatério, este passa a induzir danos aos tecidos

(GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; KOTAS; MEDZHITOV, 2015).

No que diz respeito a fisiopatologia da inflamacéo, o mecanismo inicial de

acdo nao difere de acordo com o0 agente lesivo, sendo caracterizada pela

vasodilatacao local, aumento da permeabilidade vascular, infiltracdo de leucocitos e

células fagociticas, podendo culminar na degeneracdo tecidual e fibrose. O que

justifica os sinais clinicos classicos que incluem eritema, edema, hipersensibilidade e

dor, podendo culminar em perda da funcéo tecidual (figural) (APOLINARIO, 2016;

GOODMAN; GILMAN, 2015).

Figura 1 — Mecanismo inicial da resposta inflamatoria.

Lesdo de um tecido por agentes fisicos, quimicos ou microrganismos patogénicos

Vasodilatagao Aumento da Quimiotaxia  Resposta sistémica
- permeabilidade ~
os capilares :

NTiéragéo de —

Aumento . Febre e
do fluxo Libertacao leucacitos para proliferacao
sanguineo de fluido azona lesada de leucocitos

Calor Rubor €Edema  Dor]

Fonte: Google fotos. Disponivel em <http://www.interacaomedicamentosa.com/2018/04/inflamacao-

aguda.html>.
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De modo ilustrativo, a inflamacéo pode ser dividida em cinco fases principais
gue podem ocorrem simultaneamente durante o processo:

e 12 fase: ApoOs a lesdo em um tecido havera modificacdes fisiologicas e
funcionais da regido, com a liberacdo de mediadores quimicos, o que
caracteriza a primeira fase da inflamacao, que ira desencadear as demais.

e 22 fase: Na fase capilar ocorre a liberagdo de enzimas, como a calicreina,
essas enzimas atuam sobre os cininogénios originando as cininas (bradicinina
(BK), calidina e Met-Lys-bradicinina).

e 32fase: A juncdo da BK com outras citocinas como o fator de necrose tumoral
(TNF), a interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-8 (IL-8), iniciam acentuadamente
o ciclo da dor inflamatoria, além de provocar intensa dilatacdo dos vasos
sanguineos com consequente aumento da permeabilidade capilar. Esse
aumento caracteriza a fase exsudativa, que € quando ocorre a migracao de
liquidos e células para o local lesionado, a fim de recrutar células do sistema
imunologico para o local da inflamacédo na tentativa de controlar os danos e
lesBes associados ao agente agressor.

e 42 fase: Nessa fase, no local da inflamacéo restara apenas, células lisadas,
necrosadas e produtos de degeneracéo, caracterizando a fase degenerativa-
necrotica.

o 52 fase: Por fim, dar-se inicio a fase produtiva-reparativa onde ocorre a
multiplicacdo de células e reparacdo tecidual, na intencdo de recompor o
tecido lesionado (PECONICK; KALKS, 2011).

3.1.1 Principais mediadores pro-inflamatorios

3.1.1.1 Oxido nitrico (NO)

Dentre as principais células envolvidas na modulagdo da resposta imune
durante a inflamacéo, ttm-se os macrofagos. Esses ao serem ativados por estimulos
extracelulares incita a produgédo de mediadores pro-inflamatérios como o NO (LEE et
al., 2017). O NO é mensageiro/modulador em diversos processos biolégicos, porém,
em situacdes de estresse oxidativo, deficiéncia do sistema antioxidante e na geracao
de intermediarios de oxigénio, o NO pode ser potencialmente toxico. Essa

citotoxicidade é resultante da acgéo direta do NO ou da sua reacdo com outros
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compostos liberados durante o processo inflamatorio (ROCHA, 2018; DUSSE;
VIEIRA; CARVALHO, 2003).

O NO é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina mediado pela acdo da
enzima oOxido nitrico-sintase (NOS). Sabe-se da existéncia de trés isoformas de
NOS, duas constitutivas e uma induzivel. A isoforma induzivel, nomeada, Oxido
nitrico-sintase induzida (iINOS), est4d intimamente relacionada ao processo
inflamatorio e a condi¢des patoldgicas. Esta produz e libera grandes quantidades de
NO mediante ativacdo de células - macrofagos, neutrofilos, células dendriticas,
células endoteliais e células epiteliais - nos processos inflamatdrios e infecciosos
(SILVA, 2017).

3.1.1.2 Prostaglandinas (PG)

As prostaglandinas estao intimamente ligadas a superexpressao das enzimas
COXs. Essas enzimas atuam metabolizando o Acido Araquiddnico (AA). O AA é
derivado do acido linoleico sendo, portanto, um dos acidos graxos que constituem os
fosfolipidios das membranas celulares, quando ocorre a ruptura dessa membrana
estes ficam dispersos no citoplasma (HILARIO; TERRERI; LEN, 2006).

Desse modo, a sintese da cascata do AA € iniciada ap0s a liberacao desse
acido graxo, devido a alguma ruptura na membrana celular, estes sofrem acdo de
enzimas, como a Fosfolipase A2 (PLA2), que ira liberar o AA (figura 2). Uma vez
livre o AA pode ser direcionado e metabolizado por trés vias diferentes: a via da
lipoxigenase (formando principalmente leucotrienos e lipoxinas), via do Citocromo
P450 e via das cicloxigenase. Essa Ultima gera as prostaglandinas, responsaveis por
mediar uma variedade de acdes bioldgicas envolvidas na fisiopatologia vascular € no
aparecimento dos sinais e sintomas cardinais da inflamag&o (HILARIO; TERRERI,
LEN, 2006; PARK; PILLINGER; ABRAMSON, 2006; MEIRA et al., 2018; SILVA,
2016; BATLOUNI, 2010).
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Figura 2 — Vias de metabolizacdo do &cido araquidénico.
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Fonte: Silva (2016). Disponivel em: <https://slideplayer.com.br/slide/12723457/>

Atualmente tem-se o conhecimento da existéncia de trés isoformas de
cicloxigenases - COX-1; COX-2; COX-3 - cujos mecanismos melhor esclarecidos
sdo das isoformas 1 e 2. A COX-1 é classificada como constitutiva, sua expressao
ocorre na maioria dos tecidos e nas plaquetas e sua producdo estid associada a
producdo de prostandides envolvidos em processos homeostaticos (citoprotecdo
gastrica, manutencdo da homeostase renal, agregacéo plaquetaria). Quanto a COX-
2, sua expressao € induzida na maioria dos tecidos por estimulos inflamatorios e
traumas tissulares, sendo esta responsavel pela produgdo aumentada das
prostaglandinas (PGI2; PGD2; PGE2; PGF2) e tromboxanos A2, além de também
ser expressa em diversos tipos de cancer e estar em niveis detectaveis no sistema
nervoso central (SNC), rins e coracao (BORGES, 2016; BATLOUNI, 2010). A COX-3
€ uma isoforma da COX-1 (também €& nomeada COX 1-b), sendo expressa
principalmente no SNC. Farmacos que atuam nessas enzimas possuem efeito
central e sdo potentes agentes antipiréticos e analgésicos (MUHLBAUER, 2016).

As prostaglandinas sdo mediadores pro-inflamatorios que estdo diretamente
Elas favorecem a

relacionadas aos cinco sinais cardinais da inflamagéo.
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vasodilatacdo prolongada além de aumentar o fluxo sanguineo e potencializar a
acdo de substancias, como da bradicinina, histamina e serotonina. Também sé&o
capazes de aumentar a permeabilidade vascular e ativar as terminacdes nervosas
(CASTEL-BRANCO, et al.,, 2013; MIOTI; CASTRO, 2017). A PG mais tipica,
produzida no processo inflamatério, € a PGE 2. Sua atuagdo ocorre em quatro
subtipos de receptores (EP1-EP4), a literatura aborda as principais atividades
atreladas a ativacdo desses receptores, mediante inflamacdo induzida em
camundongos. Através do EP3 ocorre a ativacdo de mastécitos, por meio da
ativacdo do receptor EP2/4 tém-se o controle das células T Helper. Esses
mecanismos sao responsaveis pelo desempenho das PGE2 na patogénese dos
distarbios imunoldgicos (KOHICHI et al, 2015).

Nota-se que os mediadores quimicos desempenham papéis especificos
durante todo o processo inflamatério, contanto, quando héa liberacdo excessiva ou
mantém-se a liberacdo a longo periodo dessas substancias quimicas, acarretam
efeitos contrarios, causando danos teciduais, o que pode resultar na inflamacéo
cronica. Desse modo, desenvolver compostos capazes de inibir a expressédo ou a
atividade destas substancias, geralmente induzidas por citocinas inflamatorias, é

obter potentes agentes anti-inflamatorios.

3.2 Anti-inflamatoérios esteroidais e ndo esteroidais

Atualmente h& diversos farmacos anti-inflamatorios disponiveis a populacéo e
esses sao classificados em duas classes principais: os anti-inflamatérios esteroidais
(AIEs) que sdo denominados de corticosteroides e os anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINES). Essa segunda classe de medicamentos é diversificada e inclui a
aspirina e outros inibidores da COX, seletivos ou nao (OLIVEIRA, et al.,2019).

Dentre os medicamentos mais prescritos estdo os AINEs, utlizados no
tratamento da inflamacéo, dor, edema, osteoartrites, artrite reumatoide e distarbios
muasculo esqueléticos. Suas propriedades anti-inflamatoérias, antipiréticas e
analgésicas sdo amplamente aceitas, entretanto, seu uso ndo é inocuo e esta
associado a um amplo espectro de efeitos adversos. Os AINEs inibem a COX de
maneira ndo seletiva, promovendo o aumento do risco de danos na mucosa gastrica,

reacOes alérgicas e broncoespasmos resultantes do aumento dos niveis de



22

leucotrienos (JACOB, et al., 2018; VILLARINO; LAZARO, 2012; OLIVEIRA, et al,
2019).

No intuito de diminuir tais efeitos, os AINEs com inibicdo seletiva de COX-2
foram concebidos para reduzir os riscos gastrointestinais (Gls), porém, esta inibicao
seletiva substitui a acao protetora exercida pelo COX-2 na relacao entre plaquetas e
células endoteliais. Este desequilibrio resulta em um excesso de tromboxano néo
contrabalancada por prostaciclina o que pode explicar o aumento do risco
cardiovascular dos coxibs (KUMMER, 2002; MORA, 2011).

Ainda na classe dos AINEs, h4 farmacos com mecanismos diferenciados
quando se trata da inibicdo da COX, ditos AINE atipico. Dentre eles o paracetamol,
também conhecido como acetaminofeno ou N-acetilparaminofenol, difere da maioria
dos AINEs por apresentar um baixo poder anti-inflamatério e baixa incidéncia dos
afinidade deste pela isoforma COX-3 expressa no SNC, o que justifica o seu melhor
desempenho no controle térmico. Sua utilizacdo em niveis elevados ou em
associacdo com outros farmacos que possuam metabolismo hepatico esta
associada a lesbes hepaticas (MUHLBAUER, 2016).

Tal situacdo estimula a busca por novas moléculas, potencialmente Uteis no
tratamento da inflamacédo e capazes de diminuir tais efeitos adversos a fim de

possibilitar ao paciente maior eficacia ao tratamento.

3.3 Planejamento racional de farmacos

O planejamento racional de farmacos € uma técnica amplamente utilizada no
desenvolvimento de novos compostos de interesse medicinal e na sintese de
farmacos promissores. Essa técnica se baseia principalmente na fisiopatologia das
doencas e nas vias bioquimicas para selecionar e identificar a estrutura dos
possiveis alvos moleculares. Isso é possivel nos dias atuais devido a gama de
informacdes fornecidas pelas ferramentas biotecnoldgicas disponiveis, com elas é
possivel ter entendimento de propriedades importantes da molécula, como poténcia,
afinidade e seletividade com o alvo (SANG, 2016; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA,
2010).

A quimica medicinal tem sido essencial nesse processo. Com 0 avango

tecnolégico é possivel a atuacdo dela com novas funcionalidades, cuja finalidade
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esta no isolamento e identificacdo de substancias bioativas, assim como no
desenvolvimento de compostos-lideres que fornecam mecanismos e propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas otimizadas. Desse modo, pode-se analisar o
espaco quimico delineando o trabalho de identificacdo, selecdo e otimizacdo na
investigacdo da capacidade de pequenas moléculas interagirem com possiveis alvos
(GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; MIKOVSKI, et al., 2018; SANGI, 2016).

O Planejamento Racional de Farmacos Auxiliado por Computador, do inglés
Computeraided drug design (CADD), é um conjunto de métodos computacionais que
auxiliam na otimizagéo da busca de novos compostos bioativos. Dentre eles tém-se
a Docagem molecular (Docking molecular) e os métodos de Relacdo Quantitativa
Estrutura-Atividade, do inglés Quantitative structure—activity relationship (QSAR).
Esse conjunto permite obter informacdes Uteis para o estudo da natureza estérica,
eletrébnica e lipofilica da molécula analisada, assim como, é capaz de simular a
interacdo do farmaco com o provavel receptor, também estabelece as relactes
guantitativas entre a estrutura quimica e a atividade biol6gica de varios compostos,
auxiliando na compreensdo do mecanismo de acao responsavel pelo efeito bioldgico
reduzindo assim, tempo e custo no desenvolvimento do farmaco (RIBEIRO, 2018).

Nesse contexto, a sintese de cole¢cbes focadas empregando a quimica
combinatéria emergiu como uma das principais ferramentas na busca por novos
farmacos, sendo possivel gerar modificagbes estruturais nos compostos, com a
finalidade diminuir a toxicidade de farmacos ja existentes ou aumentar a atividade
biolégica ja exercida (MIKOVSKI, et al., 2018; SANGI, 2016).

3.3.1 Hibridacdo molecular (HM)

No ambito da pesquisa que visa o planejamento racional de farmacos, a
estratégia de Hibridacdo Molecular (HM) é utilizada frequentemente para melhorar
as propriedades fisico-quimicas ou potencializar as atividades farmacoldgicas de um
composto pré-existente. A HM pode ser obtida com a juncéo de dois farmacos ou a
partir de dois grupos farmacoféricos distintos através de uma ligagcdo covalente
sendo, portanto, uma alternativa eficaz para o desenvolvimento de farmacos mais
seletivos e com menos efeitos colaterais (BATISTA, 2007; LEITE, 2015; ARAUJO, et
al., 2015).
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A HM é realizada a fim de obter os seguintes objetivos: sinergismo da acao
farmacoldgica; terapia de dupla acdo farmacolégica; ou modulagdo de efeitos
secundarios indesejaveis (ARAUJO, et al., 2015). Nesse sentido, foi planejado um
novo composto utilizando a estratégia de HM contendo duas subunidades
farmacoforicas, importantes para atividade anti-inflamatoria: o grupo indol e a funcéo
fenilacrilamida (ALMEIDA, 2017; GU, et al., 2019).

3.3.2 Atividade biologica dos compostos inddlicos

Um sistema biciclo heteroaromético, contendo um grupo benzeno fundido a
um pirrol através dos carbonos 2 e 3, é 0 que caracteriza uma estrutura inddlica
(figura 2). Moléculas que contém esse nucleo vem sendo estudada a centenas de
anos devido as diversas atividades biolégicas exercida por esse derivado - anti-
inflamatdria, anticonvulsivante, antibacteriano, cardiovascular, entre outras -
(GUERRA, 2011; ALMEIDA, 2017).

Figura 3 — Estrutura quimica do indol.

=

Fonte: Guerra (2011).

Dentre os anti-inflamatérios que apresentam a estrutura indol, tém-se a
indometacina (Figura 3), um AINE, pertencente aos farmacos da classe Il (por
apresentar solubilidade reduzida e elevada permeabilidade), com grande eficacia
clinica e ampla utilizacdo (CERNUDA, 2004).
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Figura 4 — Estrutura quimica da indometacina.
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Fonte: Cernuda (2004)

A indometacina € utilizada principalmente no tratamento de inflamacfes das
articulacdes. Como a maioria dos AINEs disponiveis a indometacina pode ocasionar
irritacdo no trato gastrointestinal, possivelmente por inibir a COX de modo nao
seletivo, ao contato prolongado com a mucosa gastrica relacionados a dosagem, ao
tempo de tratamento e também devido & sua baixa solubilidade (LOPEZ, et al.,
2012; RANG, et al., 2007).

3.3.3 Atividade bioldgica de derivados fenilacrilamida

A funcdo fenilacrilamida é utilizada para obtencdo de diversos efeitos
farmacoldgicos, a principal delas, é a atividade antitumoral, com a funcédo
antiproliferativa. Apesar desse conhecimento, pouco se sabe da sua utilizacdo no
controle da inflamacédo. Investigacdes recentes sugerem que essas moléculas
podem ser uma pista promissora para 0 desenvolvimento de novos agentes
antioxidantes e anti-inflamatorios (XI, et al., 2012; GU, et al., 2019).

O N-acetilparaminofenol, popularmente comercializado como paracetamol,
possui em seu esqueleto estrutural fungcdo semelhante (Figura 5) com acédo ja
comprovada, sabe-se que este composto € responsavel pela formacdo de
metabolitos possivelmente toxico responsaveis por se ligarem covalentemente as
moléculas hepéaticas, gerando a leséo do tecido e consequentemente diminuicdo da
funcdo do mesmo (MUHLBAUER, 2016).
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Figura 5 — Estrutura quimica do paracetamol.

H
N

HO

Fonte: Muhlbauer (2016).

Embasado nas informacfes aqui apresentadas, propde-se nesse trabalho a
investigagdo da atividade anti-inflamatoria do composto indolico fenilacrilamida, cujo
processo utilizado para a sintese baseou-se na unido desses dois diferentes grupos
farmacoforos importantes para atividade farmacologica. Espera-se, portanto, que
haja a reducdo dos efeitos adversos atrelados aos farmacos ja disponiveis no
mercado que possuam essas estruturas quimicas e que o potencial efeito anti-

inflamatério seja mantido ou potencializado.
3.3.4 Propriedades fisico-quimicas do composto ICMD-01

As propriedades fisico-quimicas sao intrinsecamente relacionadas a estrutura
e interacdes moleculares. Apos a sintese do composto ICMD-01 alguns testes fisico-
guimicos foram determinados (dados ainda ndo publicados, dissertacdo de mestrado
em andamento). O composto se apresenta como pé amarelado, possui coeficiente
de particdo tedrico de 2,62 P, cuja massa molar € de 248,09 g/mol, parametros
como o fator de retencdo 0,45! também foi determinado além do rendimento do
composto que foi de 62,33%, a faixa de fusdo encontra-se entre 273-275°C. Esse
composto se mostrou sollvel em diversos solventes organicos — acetato, acetona,

DMSO, etanol e cloroférmio.



27

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do composto

O composto hibrido 2-ciano-3(indol-3-yl)-N-fenilacrilamida (ICMD-01) utilizado
nesta pesquisa foi fornecido pela equipe do Laboratério de Desenvolvimento e

Sintese de Farmacos (LDSF) coordenado pelo professor Dr. Ricardo Olimpio Moura.

4.2 Local da Pesquisa

A avaliacdo da atividade farmacolégica desenvolvida nos Laboratorios de
Ensaios Farmacologicos da UEPB sob coordenacéo da professora Dra. Vanda Lucia
dos Santos e no Laboratorio de Farmacologia e Terapéutica Experimental, da
Universidade Federal da Bahia, sob coordenacao da professora Dra. Cristiane Flora

Villarreal.

4.3 Animais e Procedimentos éticos

Para os testes farmacologicos foram utilizados camundongos albinos Swiss
(Mus musculus) adultos, machos e fémeas, com peso entre 25 e 35g. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas, sob temperatura e umidade controlada (23 *
2°C), respeitando-se o ciclo claro-escuro de 12h, com racéo e agua ad libitum. Os
protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) Instituto de Ciéncias da Saude — ICS, da Universidade Federal da Bahia -
UFBA numero 135/2018, com vigéncia até 02/2023.

4.4 Investigacado da atividade toxicologica e anti-inflamatoria
4.4.1 Ensaio de citotoxicidade in vitro

A preparacdo das hemacias para o teste de citotoxicidade seguiu a
metodologia descrita por Cruz-Silva et al (2000), com algumas modificagdes. Para

tal, utilizou-se eritrécitos humanos frescos (tipo O+) doado pela prépria analista. A

guantidade necessaria foi coletada pelo laboratorio de Analises Clinicas da UEPB e
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acondicionado em tubos com heparina. O plasma foi retirado apos centrifugacéo a
2500 rpm por 5 minutos. Posteriormente, a suspensdo de heméacias foi lavada com
solucdo salina 1% trés vezes. As hemacias foram ressuspensas com a mesma
solucdo e o volume foi ajustado para 10%. Em seguida, colocou-se 2 mL desta
suspensao em tubo de ensaio e homogeneizadas com 2 mL do composto diluido na
concentracdo de 500ug/mL, aguardou uma hora e centrifugou por 5 minutos a
2500rpm. A leitura foi realizada em espectrofotometro (540 nm), utilizando como
branco a solucdo salina 1%, para confirmar os resultados da leitura visual. O
controle negativo utilizado foi a suspensao de hemécias 10% mais a solu¢éo salina e
controle positivo uma solucdo de acido acético a 2%.

4.4.2 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda foi realizado utilizando-se 12 camundongos,
correspondendo a 2 grupos de 6 animais (6 machos e 6 fémeas), em jejum prévio de
12 horas. Os grupos controles foram tratados, com o veiculo (solucédo salina +
Tween 5%) e o grupo teste foram tratados com 2000 mg-kg* de ICMD-01, por via
oral (gavagem). Apds os tratamentos, os animais foram observados durante 30 min,
1, 2, 4, e a cada 24 horas por até 72 horas: o estado de consciéncia e a disposicao
geral dos animais, a coordenacdo motora, o tbnus muscular, os reflexos e a
atividade do sistema nervoso autbnomo, conforme o protocolo de Almeida (2006).
Parametros como massa corporal, consumo de agua e de racdo foram observados a
cada 24 horas durante 14 dias. Ao final, os animais foram pesados e anestesiados
para coleta de sangue por puncdo cardiaca e em seguida sacrificados por
deslocamento cervical, sendo os orgaos (figado, baco, coracdo e rins) retirados,

pesados e avaliados macroscopicamente (CUNHA et al., 2013, com adaptacdes).

4.4.3 Edema de pata induzido por CFA

Os camundongos foram mantidos em jejum prévio de 12 horas, divididos em
grupos experimentais (grupo n=7). E o volume basal da pata traseira direita
determinado antes da administracdo das substancias. Os camundongos foram
levemente anestesiados com halotano e receberam 20 pL de adjuvante completo de

Freund (CFA 1 mg-kg de Mycobacterium tuberculosis inativados em 85% de 6leo de
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parafina e 15% de mannidemonoleato; Sigma) na regido plantar da pata traseira
direita, método previamente relatado por Lima et al. (2013). Os niveis de edema
foram medidos por plestismdémetro. Os camundongos foram injetados com ICMD-01
(25, 50 e 100 mg-kg™), veiculo (50% de propilenoglicol em soro fisiol6gico) e o grupo
de controle com dexametasona (2 mg-kg”’, farmaco de referéncia) por via
intraperitoneal 40 minutos antes da CFA. A quantidade de inchaco da pata direita
traseira de cada camundongo foi avaliada em tempo determinado e os dados foram

representados como variagado do volume da pata (A, mm3).

4.4.4 Peritonite induzida por zymozan

Para a realizacdo do teste de peritonite foram utilizados camundongos (grupo
n=6) em jejum prévio de 6 horas, foram tratados por via oral com veiculo (salina, 10
mL-kg™), indometacina (10 mg-kg") e o composto ICMD-01 (50 mg-kg™). Apds 30
minutos, foi injetada 0,25mL de zymozan a 2% na cavidade intraperitoneal. Quatro
horas ap6s a inducdo da inflamacdo, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e injetou-se 2 mL de solucdo tampéo fosfato (PBS pH 7.2) na
cavidade intraperitoneal. O abdomen do animal foi levemente massageado e,
através de incisao foram coletados os fluidos peritoneais para realizar a contagem
de leucdcitos totais em camara de Neubauer, sob microscopia Optica. Foram
expressos como resultados, as médias dos numeros de leucdcitos totais/mms3 de
cada grupo experimental e a percentagem de inibicdo da migracao de leucécitos

comparativamente ao grupo experimental controle.

4.4.5 Toxicidade gastrica

Para avaliar o potencial ulcerogénico do composto (ICMD-01) os animais
foram divididos em dois grupos (n=6), o grupo controle foi tratado com solugao salina
+ tween 5% e o grupo teste com 50 mg-kg™ do composto. Apos exposicdo da dose
por sete dias consecutivos foi realizada a analise macroscopica da mucosa do
estbmago de camundongos. A preparacdo da substancia foi administrada por via
oral. No sétimo dia os animais foram eutanasiados, os estbmagos retirados e

abertos ao longo da curvatura maior para a avaliacéo das lesées em microscoépio.
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4.5 Andlise estatistica

Os dados sédo apresentados como média = erro padrdo das médias (EPM)
das medidas feitas em 5 a 6 animais em cada grupo. As comparacfes entre trés ou
mais tratamentos foram feitas usando ANOVA unidirecional com teste post-hoc de
Tukey, ou para medidas repetidas, ANOVA two-way com teste post-hoc de
Bonferroni, como apropriado, seguido, quando necessario, pelo teste de Dunnett.
Para os testes de toxicidade aguda foi realizado o teste T. Todos os dados foram
analisados utilizando o Software de Computador Prism 5 (GraphPad, San Diego,
CA, EUA). As diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p
<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliacédo da atividade hemolitica

A avaliagcdo da atividade citotoxica em eritrécitos € empregada para avaliar o
potencial do composto estudado em causar lesGes na membrana plasmatica das
hemacias, seja pela formacdo de poros ou pela ruptura total. A interacdo de
substancias quimicas com eritrocitos pode acelerar o envelhecimento ou levar a um
processo prematuro de destruicdo dessas células com liberacdo de hemoglobina
(SILVA, 2017). Portanto, os resultados obtidos permitem investigar a acao de
compostos em sangue humano, sendo um indicador de citotoxicidade e bioatividade
(OLIVEIRA et al., 2009).

Segundo Serafim (2014), o teste permite utilizar uma concentracdo
relativamente alta do composto a fim de determinar a capacidade do mesmo em
romper com as membranas eritrocitarias. Para tanto, utilizou a concentracdo de
500ug-mL-, obtendo um grau de hemolise de 4,7%. Esse achado demonstra que o
composto ICMD néo apresenta citotoxicidade significativa (poder hemolisante abaixo
de 10%), pois ndo foi capaz de romper as membranas das hemécias de forma
relevante.

Esse é um ponto positivo na investigagao, visto que, as pesquisas realizadas
com produtos naturais e/ou sintéticos tém sido concentradas ndo s6 na busca de
compostos com atividade farmacolégica, mas também de compostos com menor

toxicidade e menos efeitos colaterais.

5.2 Avaliacédo da atividade anti-inflamatoria

5.2.1 Toxicidade Aguda

O teste de toxicidade aguda é indicado para analisar os possiveis efeitos de
novas substancias ao entrar em contato com o organismo, classificando-a conforme
seu potencial letal e/ou toxico, segundo estabelece a legislacdo. Além disso, a
avaliacao da toxicidade aguda em animais garante seguranca aos seres humanos,

hY

evitando que estes sejam submetidos a estudos clinicos com moléculas que ja



32

demonstraram toxicidade em contato com o organismo animal (VALADARES, 2006;
APOLINARIO, 2016).

Para a realizacdo do ensaio foi administrada a dose de 2000 mg-kg™ do
composto ICMD-01 no grupo teste e no grupo controle salina + Tween 5% (10 mg-
kg™) por via oral, priorizando a mesma via de administracdo que pretende ser
utilizada pelo humano. Ap6s a administragdo os animais foram observados nos
primeiros nas primeiras 4 horas e durante 72 horas, quanto ao estado de
consciéncia, a disposicdo geral, a coordenacdo motora, o tdbnus muscular, 0s
reflexos e a atividade do sistema nervoso autbnomo e nao houve alteragbes
comportamentais nem fisiologicamente visiveis, indicando baixa toxicidade.

Até o décimo quarto dia foram mensuradas as quantidades de agua e ragao
consumidas por estes animais, os resultados podem ser visualizados na tabela a
seqguir, onde estdo expressos 0s consumos de agua e racdo pelo grupo controle e
também pelo grupo teste.

Tabela 1 — Consumos e evolucdo ponderal dos animais tratados com composto
ICMD-01 (2000 mg-kg1), durante 14 dias.

Consumos Controle ICMD-01
Consumo de racao (g) 20,77 £1,758 18,00 £ 1,472
Consumo de agua (mL) 16,31 + 0,809 17,77 £ 0,744

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. Os dados sdo expressos como média + SEM; n = 13
determinacgdes por grupo. * Significativamente diferente do grupo controle tratado com salina + Tween
5% (p <0,05).

Esses resultados ndo sugerem alteragcOes significativas ao ser comparado
com o grupo controle. Quando ha alteracdes nesses parametros, possiveis efeitos
adversos do produto testado podem estar relacionados.

Outro parametro que o teste de toxicidade aguda permite analisar é a relacao
entre a substancia testada com possivel atuacao toxica em 6rgéos alvo. Para tanto,
0s oOrgaos retirados dos animais (coracdo, pulméo, rins, figado e baco) foram
submetidos a andalise macroscopica e nenhum deles apresentou alteracdo
morfolégica, nem mudancas da coloracdo. A evolucdo ponderal dos animais teste
também se manteve semelhante ao grupo controle, assim como 0s pesos relativos

dos 6rgéos expressos na tabela 2.
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Tabela 2 — Peso relativo dos érgaos e evolucdo ponderal dos animais tratados com
composto ICMD-01 (2000 mg-kg1), durante 14 dias.

Orgéos Controle ICMD-01
Coracao 0,400 = 0,039 0.440 + 0.017
Pulméo 0,572 £ 0,041 0.524 + 0.058
Rins 1,069 £ 0,010 1,085 + 0,038
Figado 4,944 £ 0,177 5,517 £ 0,154
Baco 0,305 + 0,068 0,512 + 0,021
Evolucéo ponderal (g) 5,333 +£ 0,882 3,667 + 1,333

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. Os dados sao expressos como média + SEM; n = 3
determinacgdes por grupo. * Significativamente diferente do grupo controle tratado com salina + Tween
5% (p <0,05).

Em relagcdo aos parametros bioquimicos foi observado a diminuicdo
significativa dos niveis séricos de TGO e do triglicerideos no grupo teste. Os demais
parametros nao apresentaram alteracdes significativas. Em relacdo aos parametros
hematoldgicos, as alteracdes ocorreram nas plaquetas e no numero total de

leucocitos, como expresso nas tabelas (3 e 4) a seqguir.

Tabela 3 — Determinacdo dos parametros bioguimicos dos animais tratados com
composto ICMD-01 (2000 mg-kg-1), durante 14 dias.

Dosagens Bioquimicas Controle ICMD-01
Ureia (mg/dL) 59,00 + 5,196 61,33 £ 5,364
Creatinina (mg/dL) 0,36 + 0,048 0,41 + 0,061
TGO (U/L) 121,00 £ 5,568 86,67 + 3,528**
TGP (U/L) 86,00 + 18,930 85,67 + 18,100
Acido Grico (mg/dL) 2,03 £0,0333 2,07 £ 0,088
Colesterol total (mg/dL) 88,33 + 6,839 76,33 £ 5,840
HDL (mg/dL) 42,00 + 1,528 41,00 + 0,577
Triglicerideos (mg/dL) 206,0 + 4,583 157,0 £ 11,79*
Glicose (mg/dL) 264,7 £10,59 257,7 £ 14,24

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. TGO (transaminase glutamico-oxalacética); TGP (transaminase
glutamico-piravica); HDL (High Density Lipoproteins).
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Tabela 4 — Determinacéo dos parametros hematoldgicos dos animais tratados com
composto ICMD-01 (2000 mg kg-1), durante 14 dias.

Dosag,en_s Controle ICMD-01
Hematolbgicas
RBC 7,28+ 1,135 9,67 £ 0,276
HGB 11,17 + 1,507 14,80 + 0,264
HCT 33,63 £5,341 45,87 £ 0,463
PLT 508,70 £ 129,80 1201 + 69.340**
WBC 3,53+1,162 10,03 +1,372*

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. RBC (contagem de hemécias); HGB (hemoglobina); HCT
(hematdcrito); PLT (plaquetas); WBC (contagem de leucdcitos). Os dados séo expressos como média
* SEM; n = 3 determinag¢des por grupo. * Significativamente diferente do grupo controle tratado com
salina + Tween 5% (p <0,05).

Os parametros hematolégicos e bioquimicos sdo o0s principais métodos
laboratoriais utilizados para investigacdo de possiveis discrasias sanguineas e
alteracdes funcionais dos érgaos alvo, respectivamente, o que pode ser apontado
como uma reacao adversa ao medicamento utilizado (MIOTRI; CASTRO, 2017). As
alteracdes expressas has dosagens hematolégicas, podem ser em razdo do
aumento da agregacao plaquetéria atribuida ao mecanismo de a¢édo dessas drogas,
esse e 0 aumento da contagem total de leucocitos deve ser melhor investigada
posteriormente.

Ozdemir et al., (2015) avaliou a atividade das enzimas marcadoras da fungéo
hepética, apods inducdo de inflamacédo sistémica em camundongos, utilizando
derivados indol, incluindo a indometacina, os resultados obtidos comprovam a
atuacdo destes compostos na diminuicdo da enzima transaminase glutamico-
oxalacética (TGO) além de diminuir os niveis da Proteina C Reativa (PCR),
demonstrando a contencao da inflamacao exercida pela atuacdo desses compostos.

Portanto, € sugestivo que o processo de hibridizacdo molecular ndo tenha
alterado a funcéo anti-inflamatoria atribuida a estrutura indol, visto que, o composto
ICMD-01 apresentou baixa toxicidade na dose testada, evidenciada pela auséncia
de morte e alteragBes comportamentais nos ensaios toxicolégicos. Apesar de conter
em sua estrutura a funcéo fenilacrilamida, que também é encontrada no farmaco
paracetamol, os resultados ndo sugerem hepatotoxicidade nos animais. Esse

achado é um importante parametro a ser enaltecido, pois é sugestivo da diminuigéo
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da toxicidade atrelado a esse composto. Vale ressaltar que no processo de
metabolizacdo do paracetamol, pode ocorrer a formacdo de um metabdlito tdxico
conhecido como NAPQI (N-acetil-p-benzo-quinonaimina) e na deplecdo dos niveis
de glutationa, o0 mesmo pode se ligar covalentemente as moléculas hepaticas,
gerando lesdo ao tecido e consequentemente diminuicdo da funcdo do mesmo
(TERRES, 2015).

5.2.2 Edema de pata induzido por CFA

Em estudos pré-clinicos de dor inflamatéria, o modelo de inflamacéo periférica
induzida pelo Adjuvante Completo de Freund (CFA) esta bem estabelecido e permite
a quantificacdo dos mediadores envolvidos nas alteracbes celulares durante o
processo inflamatério. Este modelo caracteriza-se por infiltracdo de neutréfilos, bem
como pela liberacdo de outros mediadores quimicos a partir dos neutroéfilos ativados,
tais como as citocinas inflamatoérias. Entre as substancias pré-inflamatorias, o fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e as interleucina-1 beta (IL-1B) sdo as principais
citocinas que sensibilizam, e/ou ativam, os neur6nios da via da dor. A inibigcéo
desses mediadores constitui alvos terapéuticos importantes no controle da dor
cronica (MADEIRA, 2016).

Este processo consiste em duas fases cruciais, na primeira, em que a
inflamacdo é mediada pela atuacdo do sistema complemento C3a e Cba. Essas
substancias sao responsaveis por recrutar células como mastocitos e basofilos,
estas por sua vez, liberam histamina e serotonina; na segunda fase, diferentes
substancias participam da ativacdo da cascata de reacfes sendo responsaveis pela
sintese e liberacdo de metabdlitos oriundos do AA, fator de ativacdo plaquetaria,
espécies reativas de oxigénios e citocinas, dentre elas a TNF-a. A agao combinada
dos mediadores quimicos sdo responsaveis pela resposta inflamatéria observada na
formacao do edema (SANTOS, 2015).

No modelo de edema de pata, foi verificado que as trés concentragdes (25, 50
e 100 mg-kg") do ICMD-01 reduziram significativamente o edema quando
comparadas com o controle negativo (figura 6). Porém, a dose de 25 mg-kg? s6
apresentou atividade na 42 hora. Como estatisticamente a dose de 50 e 100 mg-kg*
promovem respostas semelhantes, a dose de 50 mg-kg™ foi selecionada para a
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realizacdo dos demais testes farmacoldgicos, reduzindo assim o numero de animais

utilizados.

Figura 6 — Influéncia do tratamento com o composto ICMD sob o edema de pata
induzido por CFA.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019. Veh (veiculo); Dexa (dexametasona). Os dados sd0 expressos
como média + SEM; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo controle
(p<0,05). ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.

A primeira hora da inflamacdo promovida pelo CFA é caracterizada pela
liberacdo de histamina e bradicinina, a partir da segunda hora ocorre a maior
producdo de mediadores quimicos como PGs (SANTOS, 2015). Nossos resultados
sugerem que a maior atuacdo do ICMD-01 é na inibicdo da producédo desses fatores.
O composto ICMD-01 pelo estudo de docking, realizado pelo aluno de mestrado do
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UEPB, mostra a
atuacao desse composto nas isoformas 1 e 2 da COX (dado ainda n&o publicado —
dissertacdo em andamento), o que justificaria tal achado, porém novos testes devem
ser realizados para comprovagao.

A figura também expressa que na sexta hora a dose de 25 mg-kg?® ndo mais
apresentou efeito anti-inflamatorio e 0 mesmo aconteceu com todas as doses, do
ICMD-01, ap0s 24 horas. Resultados que difere dos expressos por Shahiwala et al,
(2002) em que foi utilizado a nimesulida incorporadas em niassomas, cuja inibicao

do edema foi efetiva em 66,68% apds 24 horas da inducdo. Porém tal efeito pode
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estar atrelado ao sistema de liberagdo desse farmaco. Estes resultados reforcam a
afirmativa anterior, demonstrando que essa acdo do composto hibrido pode ser
comparavel ao mecanismo exercido pelos AINEs, onde a via da COX é inibida

impedindo a sua acéo havendo consequentemente a inibicdo das PGs inflamatorias.

5.2.3 Peritonite induzida por zymozan

O teste de peritonite induzida por zymozan objetiva verificar se a atividade
antiedematogénica apresentada pelo composto esta relacionada com a inibicdo da
migracgao leucocitéria para o local da inflamacao (PEREIRA, 2013).

Durante o processo inflamatorio ocorre a migracéo de leucdcitos para o tecido
lesionado através de mecanismos como a vasodilatacdo dos capilares na membrana
peritoneal que permite a elevacdo do fluxo sanguineo; alteragbes estruturais na
microcirculacdo, favorecendo o extravasamento de proteinas plasméaticas para o
intersticio em forma de exsudato inflamatorio; além de migracdo celular de
leucdcitos da microcirculacdo e seu acumulo no local de lesao inicial. Essas células
contribuem para destruicdo de patégenos e cicatrizacdo dos tecidos, porém a
permanéncia destas no local inflamado ocasionam danos teciduais gerando doencas
inflamatorias (PEREIRA, 2013; APOLINARIO, 2016;). O mesmo ocorre ao se
administrar um agente flogistico no peritdnio dos camundongos, esse deslocamento
de leucadcitos é quantificado e mensurado apés o processo inflamatério agudo.

Os resultados obtidos nessa avaliacdo (figura 7) demonstram que a migragao
leucocitaria foi reduzida de forma significativa apds quatro horas de administracéo
do zymozan quando comparado com o grupo controle. O que sugere que o ICMD-01
na concentracdo de 50 mg-kg? inibe a migragcéo celular de modo mais significativo

gue o grupo controle com a droga padréo (indometacina 10 mg-kg?).
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Figura 7 — Influéncia do tratamento com o composto ICMD-01 sob a contagem total
de leucadcitos na peritonite induzida por zymosan.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019. CN (controle negativo); CP (controle positivo). Os dados sao
expressos como média + SEM; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo
controle (p<0,05). ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.

Anti-inflamatorios em potencial podem reduzir a migracdo leucocitaria para a
cavidade peritoneal por dois mecanismos: impedindo a sintese e/ou liberacdo de
mediadores quimiotaticos ou inibindo a expressdo de moléculas de adesdao, ja que é
necessaria a presenca de substancias quimiotaticas que facilitem sua migracéo para
o local da injuria para que possam desencadear seus efeitos na tentativa de destruir
0 agente agressor (CARVALHO, 2011).

No que se refere a atividade anti-inflamatéria de compostos hibridos indélico
fenilacrilamida h& poucos relatos na literatura. No entanto, os resultados obtidos
permitem sugerir que esse composto possui atividade anti-inflamatéria relacionada a
capacidade de suprimir a acdo e/ou liberagdo de aminas vasoativas, NO e
possivelmente das PGs, sendo capaz assim de inibir a migracéo leucocitaria, além
de apresentar potencial acdo imunomoduladora e analgésica, possivelmente devido
capacidade de ativacdo de fatores antioxidantes.

Resultado sugestivo também foi evidenciado por Gu et al., (2019), no qual foi
realizado uma série de testes in vitro utilizando células mesangiais para avaliar a
atividade antioxidantes de compostos derivados de fenilacrilamida, os resultados
sugerem que o possivel mecanismo de acdo estad associado a ativacdo do Fator

Nuclear Eritréide 2 (NFR2) (é uma das principais enzimas antioxidantes, reguladora
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de células para proteger e combater o estresse oxidativo) e ao aumento de proteinas
responsaveis por estimula a expressao de enzimas antioxidantes. Ainda no mesmo
estudo, o autor sugere que essas moléculas também reduzem a producéo de NO e
aumentam a atividade do Fator Nuclear kappa B (NF-kB) nas células testadas,

previamente estimuladas por LPS, justificando a sua potencial acdo anti-inflamatoria.

5.2.4 Toxicidade gastrica

A determinacdo da toxicidade gastrica (potencial ulcerogénico) avalia a
possibilidade de compostos quimicos naturais e ou sintéticos apresentarem como
efeitos secundarios a inducdo das Ulceras pépticas. Deve-se ressaltar que esses
eventos sdo amplamente induzidos por farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais
mais especificamente com os nédo seletivos para COX-2, que agem suprimindo a
producédo de prostaglandinas citoprotetoras da mucosa pela inibicdo da COX-1. Sao
esses eventos gastricos adversos que comprometem o tratamento com os AINES, o
que justifica o desenvolvimento de farmacos que apresentem menores efeitos
adversos (GRASSI; ARAUJO, 2012; SILVA, 2017).

Na avaliacdo da possivel atividade ulcerogénica os camundongos foram
tratados com o composto ICMD 50 mg-kg? (dose terapéutica estabelecida pelos
ensaios farmacolégicos) por 7 dias consecutivos, respeitando o prazo de 24 horas, e
comparado com 0s animais tratados com salina acrescida de Tween 5%. Com
relacdo aos resultados, o grupo controle apresentou indice de lesdes ulcerativas
(ILU) de 2,6 £ 0,60 e o grupo teste 3,8 + 0,73. Esses valores mostram que nao ha

diferenca estatistica entre os dois grupos, como pode ser visualizado na figura 8.

Figura 8 — Imagens dos estdbmagos do grupo controle e tratados com ICMD-01 50
mg -kgt.

Controle ICMD 50 mg kg

Fonte: Registrado pelo autor, 2019.
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O mesmo achado foi descrito por Santos, (2015) ao tratar camundongos da
raca Wistar utilizando duas doses diarias por cinco dias consecutivos de derivados
inddlicos. Isso demonstra que esses derivados sado seguros por ndo produzir
formacdo e/ou inducdo ulcerativa no TG quando administrado cronicamente. No
entanto, como dito anteriormente, o composto ICMD-01 apresentou pelo estudo de
docking, uma néo seletividade pelas isoformas 1 e 2 da COX (dados ainda nao
publicado — dissertacdo em andamento), sendo necessario avaliar o perfil de
seguranca gastrica por outros testes, como o teste de microscopia de varredura in

vitro para melhor esclarecimento do mecanismo de acéo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados descritos neste estudo demonstram que a hibridizacdo do
composto ICMD-01 é uma proposta promissora.

O composto ICMD-01 nas doses de 25, 50 e 100 mg-kg! foi capaz de inibir a
formacdo do edema de pata e a migracdo leucocitaria para o peritdbnio em
camundongos. Além de apresentar baixo indice de toxicidade aguda, em eritrocitos
e gastrica nas condi¢fes testadas.

O composto apresenta potencial efeito farmacolégico sem o efeito secundario
gastrico comum aos demais AINEs.

No entanto, outros testes precisam ser realizados a fim de determinar os
possiveis mecanismos de acdo, como a quantificacdo de citocinas, visando
contribuir para o desenvolvimento futuro de um medicamento, que exercga efeito anti-
inflamatério com efeitos adversos reduzidos e permita o uso prolongado nos casos

de doencas crbnicas.
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