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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E TOXICOLOGICA DE
UM DERIVADO N-ACILHIDRAZONICO

1 Pablo Rayff da Silva; 2 Vanda Lucia dos Santos
2 Universidade Estadual da Paraiba- UEPB
! pablo-rayff@hotmail.com

Com o advento da quimica medicinal, houve uma maior diversidade de estruturas quimicas
privilegiadas com as mais diversas potencialidades terapéuticas. Dentre as estruturas carboni-
cas promissoras, tem-se os derivados N-acilhidrazonicos, que contém grupos farmacoforicos
importantes, que os torna grande candidatos a farmacos com atividade anti-inflamatoria. Esta
pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatoria e toxicologica do composto
derivado N-acilhidrazonico: 2-ciano-N’-[4- (metilssulfonil) benzilideno]-acetohidrazida
(JR04). Foram utilizados camundongos (Mus musculus) de ambos os sexos. A atividade anti-
inflamatoria foi avaliada pelos modelos de peritonite, edema de pata e bolsdo de ar subcuta-
neo, utilizando como agente inflamatorio a carragenina. A seguranca de uso foi verificada
pelo teste de toxicidade aguda de dose unica e a avaliagdo comportamental segundo o proto-
colo da triagem farmacologica proposta por Almeida et. al. (1999). Os resultados foram ex-
pressos utilizando a andlise de variancia, seguido do pos teste de Dunnet ou Tukey, tratados
pelo Software GraphPad Prisma. O projeto foi aprovado pela comissdo de ética no uso de
animais (CEUA) sob niimero: 5905022016. No modelo de peritonite induzida por carrageni-
na, o composto JR04 apresentou uma inibicdo da migragdo leucocitaria em 48,3 e 54,1 %,
para as doses de 10 ¢ 20 mgkg", respectivamente. Como nio houve diferenca significante
entre as duas doses, foi escolhida a dose de 10 mg kg™ para os demais experimentos. No mo-
delo de edema de pata a inibicdo do edema foi de 76, 95 e 96% na segunda, terceira e quarta
hora, respectivamente. No bolsao de bolsao de ar subcutianeo, o JR04 inibiu a migragdo celu-
lar em 55%. Na avaliacdo da toxicidade aguda do composto JR04 (100 mg.kg") ndo produziu
alteragdo fisiologica ou comportamental, indicando baixa toxicidade. Os resultados obtidos
mostram o potencial terapéutico do composto JR04 como anti-inflamatorio, entretanto, faz
necessaria a continuacdo desses estudos, para ratificar a seguranca do seu uso, e elucidar os
possiveis mecanismos envolvidos na resposta farmacologica.

Palavras-Chave: Hidrazonas. Inflamac¢ao. Quimica Medicinal.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTI-INFLAMMATORY AND TOXICOLOGICAL ACTIV-
ITY OF ANNACYLHYDRAZONE COMPOUND

1 Pablo Rayff da Silva; 2 Vanda Lucia dos Santos
2 Universidade Estadual da Paraiba- UEPB
! pablo-rayff@hotmail.com

With the emergence of medical chemistry, there was a greater diversity of privileged chemical
structures with the most diverse therapeutic potentialities. Among the promising carbonic
structures, there are the N-acylhydrazonic derivatives, which contain important pharmaco-
phoric groups that make them great candidates to use as drugs with anti-inflammatory activi-
ty. The aim of this study was to evaluate the anti-inflammatory and toxicological activity of
the derivative compound N-acylhydrazonic: 2-cyano-N'- [4- (methylsulfonyl) benzylidene]
acetohydrazide (JR04). Mice (Mus Musculus) of both genres were used. The anti-
inflammatory activity was evaluated by the models of peritonitis, paw edema and subcutane-
ous air pocket, using carrageenan as an inflammatory agent. The safety of use was assessed by
the acute toxicity test of single-dose and the behavioral evaluation according to the pharmaco-
logical screening protocol proposed by Almeida et. al. (1999). The results were expressed
using the analysis of variance, followed by the Dunnet or Tukey tests, treated by the
GraphPad Prisma Software. The project was approved by the Animal Ethics Committee,
number: 5905022016. In the carrageenan-induced peritonitis model, the compound JR04 pre-
sented a leukocyte migration inhibition at 48.3 and 54.1%, for 10 and 20 mg.kg ' doses, re-
spectively. Since there was no significant difference between the two doses, the chosen dose
for the other experiments was of 10 mg.kg™. In the paw edema model, inhibition of edema
was of 76, 95 and 96% in the second, third and fourth hours, respectively. By the subcutane-
ous air pocket model, JR04 inhibited cell migration at 55%. The acute toxicity evaluation of
the compound JR04 (mg.kg™) did not produce physiological or behavioral changes, indicating
low toxicity. The obtained results showed the therapeutic potential of JR04 compound as anti-
inflammatory, however, it is necessary to continue on the studies to confirm the safety of its
use and clarify the possible mechanisms of pharmacological response.

Keywords: Hydrazonas. Inflammation. Medical Chemistry.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo ¢ um mecanismo de defesa inespecifico, mediado por substancias pro-
inflamatorias que sinalizam injurias celulares e/ou teciduais. Essas substancias desencadeiam
processos dinamicos, celulares e bioquimicos, que promovem reagdes vasculares e tissulares
com o objetivo de extinguir o agente patogénico, reestabelecer a homeostasia e iniciar os pro-
cessos de reparo (HERNANDEZ et al., 2013).

Apesar da inflamacdo ndo ser um processo patologico, pode haver uma exacerbacgio
dessa resposta, devido a uma tentativa ineficaz do organismo contra o agente agressor, poten-
cializando a permeabilidade celular, infiltracdo leucocitaria e de células fagociticas mononu-
cleares, que contribui com o aparecimento dos sinais cardinais da inflamag¢do (rubor, edema,
hipertermia, dor, podendo ocasionar perca da funcdo do tecido mesenquimal) (GOODMAN,
GILMAN, 2015; VERDASCA, 2015).

Nesse contexto, faz-se necessario o uso de alternativas farmacologicas, e dentre as
principais classes de fAirmacos utilizados na terapia convencional, € uma das mais prescritas,
tem-se os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs). Esses compostos possuem estruturas
quimicas diversas, de natureza acida ou alcalinas que atuam inibindo de maneira seletiva, ou
ndo, as enzimas cicloxigenases (COX), responsaveis por catalisar a sintese de prostaglandi-
nas, principal mediador do processo inflamatorio (MONTEIRO, 2008; BATLOUNI, 2010).

Um dos problemas ligados a terapia convencional com os AINEs, ocorre devido a sua
seletividade e do contato direto da fragdo acida com a mucosa. Os inibidores ndo seletivos
classicos induzem ao aumento significante da incidéncia de distirbios gastrointestinais (GI).
Para burlar esses eventos gastricos, foram desenvolvidas drogas mais seletivas para COX-2,
que apesar de um perfil de toxicidade (GI) mais seguro, passou a ter uso proscrito, devido a
maior incidéncia de efeitos deletérios sobre o sistema cardiovascular (MARCEN; SOSTRES;
LANAS, 2016).

Diante disso percebido a necessidade de desenvolvimento de drogas anti-inflamatorias
com maiores eficicias e menores efeitos secundarios. E isso vem sendo possivel, com o ad-
vento da quimica medicinal, que possibilita a diversidade de estruturas carbonicas com grupos
farmacoforicos importantes para inimeras atividades biologicas. A exemplo tém-se os com-
postos N-acilhidrazonicos, obtidos pela reag@o entre aldeidos ou cetonas com as N-hidrazinas,
cuja estrutura privilegiada apresenta diversas aplicagdes quimicas e farmacologicas, dentre

elas: acdo antimicrobiana, antiparasitaria, analgésica, anti-inflamatéria, inibidor da agregacao
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plaquetaria, antitumoral dentre outras (GOVINDASAMI et al, 2011; MALIK, AL-
THABAITL MALIK, 2012; SILVA et al., 2014).

O presente estudo busca investigar a possivel atividade anti-inflamatoria de um deri-
vado N-acilhidrazonico, bem como avaliar o perfil toxicologico, utilizando testes em modelos
animais. Esses estudos pioneiros para o JR04 podem tornar esses derivados, fortes candidato a
medicamentos anti-inflamatorios, com possibilidades de respostas farmacologicas mais efica-
zes € menos efeitos indesejaveis, como os danos gastrointestinais e a nefrotoxicidade associa-

da ao uso prolongado dos farmacos convencionais.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade anti-inflamatoria do composto derivado N- acilhidrazonico: 2-

ciano-N’-[4- (metilssulfonil) benzilideno]-acetohidrazida (JR04) em modelos animais.

2.2 Objetivos especificos

= Realizar ensaios in vivo (peritonite e edema de pata induzidos por carragenina, bolsao
de ar subcutaneo) para avaliar a atividade anti-inflamatoria do JR04.

# Realizar estudos de seguranga, através do teste de toxicidade aguda de dose unica do
composto JR04.

# Realizar a triagem farmacologica de avaliagdo comportamental dos animais submeti-

dos ao teste de toxicidade de dose inica do composto JR04.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Fisiopatologia da inflamacao
A inflamacdo pode ser definida como um mecanismo de defesa natural do organismo,
em resposta a sinalizagdo de injUrias celulares e teciduais. De acordo com Goodman e Gil-
man (2015) este fendmeno ocorre em detrimento a qualquer agente lesivo, seja de natureza
fisica, quimica ou biolédgica, ¢ quando deflagrado envolve uma série de eventos bioquimicos e
celulares, caracterizado pela liberacdo de mediadores soltiveis, migracao celular (polimorfo-
nucleares), extravasamento de fluidos, sensibilizacdo e ativagdo de receptores, dentre outros

processos biomoleculares (Figura 1).

Figura 1. Visao Geral da Inflamagao
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Fonte:<https//:www.farmaceuticocurioso.com%2F2015%2F03%2Finflamacao-silenciosa-quando-um-
fogo.html&psig=AFQjCNEzYZf1 VFIb3fxmR>. Acesso em: 02 de mai. 2017.

Quando se fala no processo fisiopatologico da inflamagao, compreende-se as fases irri-
tativa, exsudativa e necroOtica, que resultam na liberacdo de mediadores quimicos pro-
inflamatorios, alteracdes hemodindmicas, migracao de fluido extracelular e o aparecimento de
produtos de degradagdo que ocorre em funcdo da necrose celular. Esses fatores contribuem
para os sintomas caracteristicos da inflamagao: eritema, edema, calor e dor, que podem pro-
gredir para a perda da fun¢@o do 6rgdo ou tecido (PECONICK; KALKS, 2011).

A inflamacdo, também ¢ classificada de acordo com a duragdo dos eventos, podendo
ser agudos ou cronicos. Na fase aguda a caracteristica marcante € o aparecimento do liquido

tecidual ou plasmatico formando o edema, além da migracdo de polimorfonucleares (PMN),
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plaquetas e a liberacao de mediadores soliveis como histamina e serotonina. Deve-se salientar
que ao fim do estimulo, cessa a liberagao dessas substancias. Ja na fase cronica, ocorre a ex-
tensa liberagdo de mediadores, cuja quimiotaxia favorece a extensdo do processo inflamatorio,
mesmo ao extinguir o agente agressor. Nessa fase também ocorre necroses teciduais, respos-
tas imunologicas e tentativas de reparacdo por células especializadas (MESQUITA et al.,
2008; MEIER, BANRETI, 2016).

Os mediadores da inflamagao podem ser originados de proteinas plasmaticas ou de cé-
lulas, atuando na modulagdo de biomacromoléculas especificas, seja na ativacdo direta dos
receptores, acdo na atividade enzimatica direta, ou causando danos oxidativos. Os principais
agentes destacados no processo inflamatorio sdo as cininas, citocinas, 6xido Nitrico e os deri-
vados do acido Araquidonico (REGINATO; SILVA; BAUERMANN, 2015).

As cininas sdo peptidios, de nove a onze aminoacidos do sistema renina/calicreina, in-
cluindo Bradicinina (BK), Calidina, T- Cinina, e seus metabolitos potencialmente ativos. Es-
sas cadeias peptidicas podem ser originadas a partir da acdo de calicreina sob o cininogénio
plasmatico, ou pela hidrolise do cininogénio, obtendo-se respectivamente a BK e a Calidina.
As Cininas estdo envolvidas nos eventos observados nos processos inflamatorios como a va-
sodilatacdo, permeabilidade vascular, migracdo celular e algesia (OLIVEIRA-JUNIOR;
PORTELLA-JUNIOR; COHEN, 2016).

As citocinas sdo substancias produzidas localmente por diversos tecidos e células, ca-
pazes de interagir com receptores das membranas celulares, estando envolvidas na quimiota-
xia do infiltrado leucocitério, restabelecimento epitelial e angiogénese. Das citocinas pro-
inflamatorias de grande relevancia, t€ém-se as Interleucinas (IL), em especial a (IL-I) e o Fator
de Necrose Tumoral (TNF) (CASTILLO et al., 2017).

Essas citocinas sdo chamadas de pro-inflamatorias, devido a sua capacidade de indu-
¢do de outras citocinas, por exemplo, a (IL-2). Estas por sua vez, sdo responsaveis pela modu-
lacdo da atividade imunologica durante o processo inflamatorio, ativando linfocito T auxiliar
pela agdo das células apresentadoras de antigenos, diferenciacdo dos linfocitos B, secrecdo de
corticotrofina, ¢ consequentemente a inducgao da liberacdo do hormodnio adrenocorticotrofico
(ACTH), que culmina na produgao de glicocorticoide pelas supra-renais (REGINATO; SIL-
VA; BAUERMANN, 2015).

A IL-6 produz efeitos semelhantes, porém menos expressivos em condi¢des fisiologi-
cas quando comparado com a IL-1 ¢ TNF. E importante ressaltar, que esse tipo de Citocina
ndo induz a produgdo de novos tipos, apenas corrobora o aumento da poténcia dos efeitos

quando associados a atividade de outras Citocinas. Ja a IL-17, produzida por linfocitos T Hel-
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per (LTh) e neutréfilos, ¢ fundamental na regulagdo imunologica, sendo potencialmente ati-
vadora de neutrofilo e reguladora da expressao proteica de quimiocininas (CHAMUSCA et
al., 2010; LEMOS et al., 2009).

As quimiocinas sdo um grupo de citocinas, formadas por cadeias polipeptidicas, vari-
ando de acordo com o tipo de aminoacido. Segundo Palomino e Marti (2015) estes mediado-
res, tem como fungdo principal a quimiotaxia de células mononucleadas para o foco inflama-
torio, e a adesdo dessas cé¢lulas ao endotélio. Seu mecanismo constitui na ativacdo de recepto-
res acoplados a proteina G, que como resposta da transducdo, produz monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) e inositol trifosfato (IP;) (CRUVINEL et al., 2010).

Quando essa transdugdo se processa, ativam-se os leucocitos induzindo-os a liberar se-
lectina e integrinas, que sao responsaveis pela sua adesdo a parede do endotélio, liberagdo de
compostos oxidantes de origem fagocitaria e liberacdo de histamina e proteases pelos basofi-
los e neutrofilos (REGINATO; SILVA; BAUERMANN, 2015).

O o6xido nitrico (NO) ¢ um importante modulador fisiologico (constitutivo ou induzi-
do), formado pelo aminoacido L-arginina, na presenca de oxigénio molecular, pela acdo da
enzima 6xido nitrico sintase (NOs). Sua producdo ocorre a nivel neural e endotelial, sendo
catalisadas por isoformas distintas da NOs. Na inflamagao, este composto auxilia na vasodila-
tacdo, inibi¢do da agregagdo plaquetaria e citoxicidade (CASTRO et al., 2014).

A vasodilatagdo ¢ explicada devido a capacidade de estimulagdo da enzima Guanilato
Ciclase soluvel (sGV), formando o Monofosfato Ciclico de Guanosina (GMPc) intracelular.
Este por sua vez, inibe a liberagdo do calcio presente nos reticulos sarcoplasmaticos, resultan-
do no relaxamento da musculatura lisa do endotélio vascular. A vasodilata¢ao, também facili-
ta a chegada de outros mediadores, que concomitantemente auxilia no processo patologico da
inflamagao (SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011).

Segundo Giménez et al. (2017), na tentativa do reestabelecimento da homostasia, al-
gumas Citocinas podem suprimir a produ¢do de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Isso ¢
explicado pela agao do NO, que modula a producdo de algumas citocinas, a exemplo: (IL-8,
TGFal, o TNF, IL-1 e a IL-6.

Um outro mediador importante da inflamagao ¢ o acido araquidonico (A.A), que cons-
titui um acido graxo de cadeia longa poli-insaturado, liberado a partir da agao das fosfolipases
sobre os fosfolipidios de membrana. Ao ser produzido, o 4cido araquidonico servird como
substrato das cicloxigenase (COX) formando as prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TX),

ou das lipoxigenases (5-LOX) gerando os leucotrienos (LT) (Figura 2). Os prostanoides pos-
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suem atividades biologicas diversas, dentre elas: regulacdo cardiovasculares, gastrointestinal,
urogenital, além dos processos inflamatorios (KIRBY et al., 2012).

Dentre os eicosanoides, as prostaglandinas constituem o principal mediador do proces-
so inflamatodrio. Inicialmente, foram descobertas no liquido seminal, recebendo o sufixo
“glandinas” para referir-se a glandula. Hoje, sabe-se que sdo encontradas em todos os siste-
mas organicos, desempenhando varias fungdes biologicas. As prostaglandinas, assim, como
os leucotrienos, tem sua sintese desencadeada por estimulos nas membranas celulares, que

pode ter natureza fisiologica, farmacolodgica ou patologica (RUALES et al., 2013).

Figura 2. Producao de eicosanoides a partir do Acido Araquidf)nico:
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Fonte: ADAPTACAO Goodman e Gilman (2015).

Com relagdo a COX que metaboliza o AA, tem-se varias isoformas: COX-1, presente
na forma constitutiva, produzida em pequenas quantidades para garantir a manutencao de
condicdes fisiologicas, como a citoprotecdo gastrica, regulagdo do fluxo sanguineo renal e
agregacao plaquetaria; COX-2, que ¢ predominantemente induzida quando existe algum pro-
cesso inflamatorio ou mitogénico, regulando a permeabilidade vascular, febre e dor (BAU-
TISTA, VERA, 2010; COSTA et al., 2015). Esta tltima isoforma também ¢ expressa consti-
tutivamente em células vasculares e endoteliais, onde ¢ produzida a prostaciclina em respostas
a condigdes de estresse de cisalhamento. Isso explica a toxicidade cardiovascular associada a
sua inibi¢do. Recentemente, foram descobertas outras isoformas, a exemplo a COX-3, presen-
te principalmente no Sistema Nervoso (Cortex) sendo possivel moduladoras da atividade

analgésica e antipirética (KIRBY et al., 2012).
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A COX-1 e a COX-2 possuem praticamente os mesmos sitios ativos, diferindo apenas
em um unico residuo na posi¢ao 523. Na COX-1, o aminoéacido ¢ uma isoleucina, e na COX-
2, valina (Figura 3). Essa diferenca no residuo permite que a COX-2 apresente um bolsdo hi-
drofobico maior. O conhecimento dessas estruturas, permite a aplicagdo de estratégias de pla-
nejamento de farmacos com diferentes seletividades, baseado na estrutura do alvo cuja estra-
tégia denomina-se (SBDD, do inglés structure-based drug design), podendo-se desenvolver
farmacos com diferentes seletividades a COX (KIRBY et al., 2016).

Outra possivel estratégia de planejamento de fAirmacos anti-inflamatorios, fundamenta-
se em mimetizar a estrutura do acido araquidonico, substrato das enzimas COX. Essa estraté-

gia intitula-se LBDD (Ligand-Based Drug Design) (REIS et al., 2011).

Figura 3. Enzimas cicloxigenases 1 e 2, diferenciadas pelos aminoacidos isoleucina e valina,

respectivamente.

3.2 Anti-inflamatodrios nao esteroidais (AINEs)

Os AINEs constituem um grupo heterogéneo de compostos (Quadro 1), que em grande
maioria, apresenta um ou mais anéis aromaticos, ligado a um residuo acido funcional, que
caracteriza um grupamento farmacoforicos importante para atividade anti-inflamatoria. Em
geral, sdo acidos organicos fracos, que atuam nos sistemas inflamados, bloqueando a acdo das
enzimas cicloxigenases, suprimindo a producdo das prostaglandinas, principal substancia en-
volvida no processo inflamatorio. Estes fArmacos sdo um dos principais medicamentos pres-
critos, sendo também responsaveis pelo acentuado nimero de eventos adversos (FER-
NANDEZ-LIZ; SUAU, 2014).
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Quadro 1. Anti-inflamatorios nao esteroidais (AINEs)

Classe Terapéutica  Farmaco Represen-  Mecanismo de Estrutura Quimica
tante Acao
o] OH
Inibidor Nao Sele-
HE o,
Salicilatos Acido Acetilsalicilico | tivo da COX \Lr
cH,
Acetaminofeno Paracetamol Inibidor nio Sele- T
tivo da COX
Derivados do Acido Indometacina Inibidores nao Sele-
Acético tivos da COX
S
I T
Derivado do Acido Piroxican Inibidores ndo i "
Enolico Seletivos da COX S o
; HC,
Derivado do Acido Ibuprofeno Inibidores ndo
Propionico Seletivos da COX
HE.
CHy
i
Sulfonanilida Nimesulida Inibidores Seleti- 0 - O
vos da COX-2
Inibidores Alta- %
Coxibes Celecoxibe mente Seletivos
para COX-2
O=?:D

Fonte: Rang & Dale, (2012); https//www.drugsbank.ca/ (Adaptagio).
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Os principais efeitos adversos desses compostos ocorrem em detrimento a sua seleti-
vidade. Os ndo seletivos sdo os principais responsaveis pelos distirbios gastrintestinais, por
inibir a producado fisiologica de prostaglandinas citoprotetoras da mucosa, pelo bloqueio do
sitio ativo da COX-1. J4 os inibidores seletivos da COX-2, promovem um desequilibrio dos
prostanoides; Tx e PGl e o excesso de TX contribui para o aumento da incidéncia dos eventos

tromboticos (FRIEDEWALD et al., 2010).

3.3 Compostos quimicos sintéticos como fonte de novos farmacos

Para o desenvolvimento de novos medicamentos, estima-se um gasto de US $ 4 bi-
lIhdes. O alto dispéndio, principalmente durante a fase pré-clinica é um dos grandes desafios
da industria de desenvolvimento farmacéutico. Com o advento da quimica medicinal, e o co-
nhecimento da quimica combinatdria, pode-se minimizar esses gastos, identificando molécu-
las promissoras, e ampliando as chances de descoberta de potenciais compostos farmacologi-
cos (PANCOTE, 2013; PLOWRIGHT et al., 2017).

Dentre as moléculas com estrutura carbonica privilegiadas de grande interesse da qui-
mica medicinal, tem-se as hidrazonas (Figura 1). As hidrazonas fazem parte de uma classe
organica especial, pertencente a familia das bases de Schiff, cujos centros ativos, constituidos
de carbono e nitrogénio sdo responsaveis pelas suas propriedades fisico-quimicas. Devido a
reatividade e a susceptibilidade aos ataques nucleofilicos e eletrofilicos desses centros, as hi-
drazonas sdo amplamente utilizadas na sintese de compostos heterociclicos, destinando-se a
aplicagdes a uma diversidade de atividades biologicas (COSTA, 2015; KAJAL et al., 2014;
SANTOS, 2013).

Figura 4. Esqueleto carbonico da hidrazona obtido por reacdo de condensacdo

TJ
N
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g

Fonte: Hydrazone. Disponivel em: < http://www.organic-chemistry.org/synthesis/C1N/hydrazines.sht
m>. Acesso em 23 de agosto de 2017.

Estas moléculas podem ser obtidas através da reagdo de aldeidos ou cetonas com hi-

drazinas. Na rota sintética, também pode se obter um composto azometino, cuja reagao € se-
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melhante a formacdo das hidrazonas, no entanto a hidrazina ¢ uma N-acilidrazina (Figura 5)

(COSTA, 2015; GENG et al., 2017).

Figura 5. Reacdo de formagao de hidrazona e de N-acilhidrazona

Reacdo geral da formacio de uma hidrazona:

R:C=0+H:NNHR' 5 R:C=NNHR' + H:0

Reagdo geral da formagdo de uma N-acilidrazona:
F2C=0 + H: NNHC(O)R" = RoC=NNHC (O)R’ + H20
(Fonte: SUGIURA; KOBAYASHI, 2005)

Como produto dessa reacdo, obtém-se a N-acilhidrazona cujo esqueleto carbonico esta

representado na Figura 6.

Figura 6. Esqueleto carbonico N-acilhidrazonico

R4
i
N R,
R o]

Fonte: Mota, (2013)

3.4 Propriedades bioldgicas de compostos derivados acilhidrazonicos

Os derivados acilhidrazonicos possuem um grande potencial bioldgico, podendo ser
utilizadas como estrutura de planejamento de candidato a novos farmacos, com diversas apli-
cacdes terapéuticas (BARREIRO, FRAGA, 2015; REDDY et al., 2010).

Na literatura, j& foram descritas potencialidades anti-inflamatoria analgésicas, antimi-
crobiana, antifungica, antiviral e antiparasitaria, antimalarica, hipoglicemiante, antioxidante,
antitumoral e antitrombdtica, anticonvulsivante, vasodilatador (Quadro 2), dentre outras ativi-

dades que as tornam moléculas de grande interesse da quimica medicinal.



Quadro 2. Atividades Biologicas de derivados acilhidrazonicos

Atividade Bioldgica

tuberculosis)

Antibacteriano (Mycobacterium

Estrutura Quimica

Raitz (2012)
\ / N—NH
Antibacteriano o M. o Govindasami, et al.
N
(Pseudomonas aeruginosa e S. /\QEOR (2011)
aureus) "
N/gN
U
Antiparasitario A

(Antimalarico e Amebicida)

Inam et al. (2014)

\_/ N@”MO
N—N
i \\—Ar
Antifungico Y Malik; Al-Thabaiti;
(Candida sp) /@/k“ i Malik (2012)
@ Hl/ 1 | Qg
0 -
Antiviral oo
(Herpes simples e Virus Vacci- g Rogolino et al. (2015)
=N
nia) H,& o
? OH
O \ é
Antiplaquetario <°©)LH'” > H Brito et al. (2010)
o]
: 0
Vasodilatador [ )=n-1 % Silva et al. (2009)
CH. o
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Anticonvulsivante — \_ Kaushjik et al. (2010)
»
C(CHa)s
OH
Antioxidante e § Belhiheiri et al. (2010)
<°:©\)LN’ C(CHs)s
H
o NO>
Cl
0, C</
Diurético C'QCZ“"”‘SHS OGO | Smirnov et al. (2011)
Hy02NS
N
,N:C{\ |
Antimalarico HCO 3 “j Gemma et al. (20006)
LI,
1 o/
? o _
Hipoglicemiante _0’“\© yi‘:o Dias et al. (2008)
|
N\N
H
:u:._ N= L Ay
Antitumoral S TY iy Kumar et al. (2012)
._h,JJ.,_ N xN}“H_’;-?
Anti-inflamatério e Analgésico Y Miranda et al. (2012)
| \ NH/N\ Ar
< \S<N\CH3

(Conclusao)



27

Com relacdo a atividade anti-inflamatoria, varios compostos N-acilhidrazonicos vem
sendo estudados. Silva et al. (2010) sintetizou e avaliou a atividade farmacologica de pirazi-
nas N-acilhidrazonas. A série testada foi planejada por simplificacdo molecular de prototipos
hidrazonicos, no qual mostrou atividade em todos os modelos de inflamacao.

Miranda et al. (2012), sintetizou uma série de benzotiazinas N-acilhidrazonas, planeja-
das por modificagdo estrutural de Piroxicam. Os compostos derivados denominados (LASS-
Bio-1637/1639) inibiram acima de 70% a migragdo leucocitaria considerando-os potenciais
prototipos anti-inflamatorios, com atividade superior ao controle positivo tratados com o pi-
roxicam.

Também foi relatada a possibilidade de hibridizacdo molecular de derivados N-
acilhidrazonicos. Hernandez et al. (2013) otimizou o furoxanil-N-acilhidrazona com o deriva-
do benzofuroxanilo, no qual houve inibigdo significativa da liberagao de IL8, NF«kB, in vitro,
e LOX, COX-1, COX-2 e IL-8 in vivo.

Segundo Kajal, et al. (2014) os compostos N-acilhidrazonicos contém grupos farmaco-
foricos importantes, responsaveis pelo bloqueio dos sitios ativos das COX e 5-LOX. Em seus
estudos, Reis et al. (2011), projetou compostos inibidores de (LOX) no qual exibia atividade
anti-inflamatoria devido as suas propriedades de eliminacdo de radicais livres, que impedem o
acumulo de neutréfilos na cavidade pleural.

Diante disso, consideramos a hipdtese do derivado N- acilhidrazonico 2-ciano-N'-[4-
(metilssulfonil) benzilideno]-acetohidrazida apresentar a atividade anti-inflamatoria, visto que
substituinte metilssulfonil ¢ encontrado em farmacos inibidores seletivos da COX-2, ja utili-

zado na clinica.
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4. METODOLOGIA
4.1 Obtencao do composto N-acilhidrazonico acridinicos substituido (JR04)

O composto (2-ciano-N’-[4- (metilssulfonil) benzilideno]-acetohidrazida. (JR04), foi
sintetizado, caracterizado e cedido pelo Laboratorio de Sintese e Vetorizagdo Molecular
(LSVM), ligado a Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), sob responsabilidade do Prof.
Dr. Ricardo Olimpio de Moura. As metodologias referentes a obtengdo e caracterizagdo des-
ses compostos encontram-se descritos no Trabalho de Conclusao de Curso de Moura (2016).

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) adultos, machos e fé-
meas, pesando entre 25 e 35g. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas, sob tempera-
tura e umidade ambiente, respeitando o ciclo claro-escuro de 12h, e comida e agua ad /ibitum.

4.3 Local da Pesquisa

Os testes farmacologicos foram desenvolvidos no Laboratério de Ensaios Farmacolo-

gicos da Universidade Estadual da Paraiba, em Campina Grande, Paraiba.
4.4 Procedimentos Eticos

Os protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica em Uso de Ani-
mais (CEUA) do Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) sob numero:
5905022016 e conduzidos de acordo com as diretrizes éticas propostas pelo Conselho Nacio-
nal de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.5 Preparo das Substancias

Para realizacdo dos testes farmacologicos, as moléculas foram dissolvidas em solugao
salina e administradas por via oral (gavagem).

4.6 Avaliagao da atividade anti-inflamatoria
4.6.1 Peritonite induzida por Carragenina

Camundongos (n=5) em jejum prévio de 6 horas, foram tratados com veiculo (solucao
salina 10mL/kg) ou o composto em estudo (10 ou 20 mg.kg™), por via oral. Apos 30 minutos,
foi injetado 0,25mL de carragenina a 1% na cavidade intraperitoneal. Quatro horas apos a
indu¢do da inflamagdo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida
foi administrado 2 mL de solugdo tampao fosfato (PBS pH 7.2) na cavidade intraperitoneal,
massageando levemente o abdomen e através de incisdo coletou-se o fluido peritoneal para

realizar a contagem de leucocitos totais em camara de Neubauer, sob analise por microscopia

optica (CUNHA, 1989).
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4.6.2 Edema de pata induzido por Carragenina
Camundongos, em jejum prévio de 12 horas, foram divididos em grupos experimen-
tais (grupo n=7). O volume basal da pata traseira direita foi determinado antes da administra-
¢do das substancias. Os animais foram entdo tratados com salina (10 mL/kg), indometacina
(10 mg.kg™) e 0 JR0O4 (10 mg.kg"), uma hora antes da injecdo intraplantar de 20 uL de carra-
genina (2,5%). O volume da pata foi medido 1, 2, 3 e 4 h apods a inje¢@o do estimulo indutor
da inflamag¢ao, com auxilio de um paquimetro digital. Os resultados foram apresentados como
a média da variacao do volume da pata (mL) em relagdo aos valores basais (CASTRO et al.,
2003).
4.6.3 Bolsao de ar subcutaneo
A indugdo de uma bolsa de ar no dorso de camundongos (n=6) foi feita através da in-
jecdo de ar estéril. No primeiro dia foi injetada 2,5 mL de ar no dorso do animal repetindo-se
o procedimento ap6s 72 horas. No sétimo dia os animais foram tratados por via oral com vei-
culo (solugdo salina 10 mLkg"), indometacina (10 mgkg™) ¢ o composto derivado N-
acilhidrazonico JR04. Depois de 1h foi administrado 1,0 mL de uma solugdo de carragenina a
1% dentro da bolsa de ar. Decorridas 6 horas, os animais foram sacrificados com éter, ¢ as
bolsas lavadas com 3,0 mL de solugao tampao fosfato (PBS pH 7.2) contendo heparina. Foi
coletado o fluido de dentro do bolsdo para contagem de leucocitos totais utilizou-se a camara
de Neubauer, sob microscopia optica (EDWARD et al., 1981).
4.7 Toxicidade aguda
O ensaio de toxicidade aguda foi realizado de acordo com a diretriz 423 (Adaptado),
da Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE, 2011a). Camun-
dongos fémeas em jejum de 8 horas foram divididas em dois grupos. O grupo controle negati-
vo foi tratado com solugdo salina, € o grupo teste, com o composto JR04, na dose de 100
mgkg”, via oral. Apds os tratamentos, os animais foram observados durante 30 min, 1,2, 4 ¢
a cada 24 horas, durante 14 dias. Como parametro da triagem farmacologica comportamental
foi utilizado o protocolo de Almeida (1999), (Anexo 1). No décimo quarto dia, os animais
foram pesados, e em seguida eutanaseados por deslocamento cervical, sendo os 6rgaos (figa-
do, baco, coragdo e rins) retirados, pesados e avaliados macroscopicamente.
4.8 Analise Estatistica
Os resultados foram avaliados utilizando a analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguido dos pos teste de Dunnett ou Tukey. Todos os resultados foram expressos como média
desvio padrao (d.p.) com nivel de seguranga minimo (p<0,05), analisados pelo software Gra-
phPad Prisma 5.0 (BARROS et al, 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Peritonite induzida por Carragenina

A triagem da atividade anti-inflamatoria do composto derivado N-acilhidrazonico
JRO4 (10 ¢ 20 mgkg™), foi realizada através do ensaio de peritonite induzido por carragenina
(1%). A carragenina € um polissacaridio linear sulfatado, obtido a partir de extratos de algas
marinhas, que atua como um agente flogistico, capaz de ativar o processo inflamatorio na
cavidade peritoneal em um mecanismo bifasico (WANG et. al., 2014).

Na primeira fase, ocorre a liberacdo de aminas biogénicas, que propiciam os eventos
vasculares. Na fase tardia (segunda fase), ativam-se as citocinas (IL-1 e TNF-a) que induzem
a liberagdo de prostaglandinas e 6xido nitrico, que corroboram para a formagao do exsudato
inflamatorio, migragao leucocitaria e a presenga de espécies reativas de oxigénio (SHREE et
al., 2017; ZHANG et al., 2011).

Como resultado para o modelo de peritonite induzido por carragenina, foi verificado
para as doses de 10 ¢ 20 mg.kg'1 de JR04, uma inibi¢ao de 48,3 e 54,1%, respectivamente, da
migracao leucocitaria, quando comparado ao controle negativo (Figura 7). Nao havendo dife-
renca significativa entre as duas doses, foi selecionada a de 10 mgkg™, para os demais expe-

rimentos de avaliagdo da potencialidade anti-inflamatéria do composto JR04.

Figura 7. Inibicdo da migragdo leucocitaria do composto JR04, em comparagdo ao controle
negativo, utilizando o ensaio de peritonite induzida por carragenina.
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Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 5. *** p < 0,001 significativamente
diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

O modelo de peritonite permite predizer o caracter anti-inflamatério de moléculas
farmacologicamente ativas. Isso devido a inibi¢do da migracdo leucocitaria, que acontece em

resposta a infec¢des ou injurias teciduais. Segundo Wang et al. (2013), quando deflagra o pro-
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cesso, ocorre o recrutamento de leucocitos para o tecido inflamado, iniciado por moléculas da
familia selectina, que facilita o rolamento celular e a ativacdo quimiotatica de integrinas (2,
que medeia a adesdo e a migragao através das paredes dos vasos sanguineos.

Avaliando o resultado do teste, pode-se presumir que a atividade anti-inflamatoria do
composto JR04, pode estar relacionada com a inibicdo da sintese de mediadores quimicos
pro-inflamatorios, ou suprimindo a expressdao génica e a ativagdo quimiotatica de selectina, e
moléculas de adesdao. Resultados semelhantes foram observados por Silva (2012), que ao tes-
tar diversos compostos derivados cicloalquil-N-acilhidrazonicos, observou uma inibigdo sig-

nificante da migragao leucocitaria, utilizando o ensaio de peritonite.

5.2 Edema de pata induzido por Carragenina

O modelo de edema de pata induzido por carragenina caracteriza uma representacao
do mecanismo fisiopatologico da inflamagdo, que acontece nos estdgios iniciais de um pro-
cesso agudo. Isso ¢ evidenciado através do aumento do volume das patas dos animais, que
receberam a inje¢ao intraplantar de carragenina, em diversos intervalos de tempo.

Para esse modelo, o composto JR04 foi ativo da segunda a quarta hora, apresentando
inibigdo de 76, 95 e 96%, do volume do edema, respectivamente, quando comparado ao con-
trole negativo. Com relagdo ao controle positivo tratado com indometacina, a atividade s6 se

deu entre a 3% ¢ 4* hora ap6s a indugdo, apresentando uma inibi¢ao de 38 e 87% (Figura 8).

Figura 8. Avaliagdo da inibigdo do volume do edema de pata induzido pela carragenina,
comparando-os ao grupo controle e grupo teste.
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Valores sdo expressos em média = desvio padrdo da média, n = 5. *** p <0,001 significativamente
diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett)
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O edema de pata induzido por carragenina ¢ amplamente empregado para a avaliacdo
da atividade antiedematogénica de compostos naturais e sintéticos. Segundo Bahamonde et al.
(2013), o edema se instala em detrimento a resposta ao agente flogistico. Na primeira fase,
durante a primeira hora, o processo ¢ mediado pela liberacdo de histamina, 5-
hidroxtriptamina,
leucotrienos, quinases ¢ cicloxigenases. E na segunda fase, estdo associadas as prostaglandi-
nas, bradicininas, e o infiltrado de leucocitos.

A carragenina ao desencadear o evento inflamatorio promove uma contragdo momen-
tanea dos vasos, seguido por uma vasodilatacdo, que culmina com o aumento do fluxo san-
guineo para area. Essas alteragdes vasculares aumentam a permeabilidade, resultando no ex-
travasamento de proteinas plasmaticas e o aumento de mediadores, o que leva a formagao do
edema, principal sinal cardinal do processo inflamatorio (GUPTA et al., 2015).

O resultado obtido do experimento, sugere que o efeito anti-inflamatorio do composto
derivado N-acilhidrazonico (JR04) pode ser resultante da inibi¢do da produgdo de prostaglan-
dinas, visto que sua ativagdo se inicia na fase tardia. E importante ressaltar que esse efeito é
semelhante aos farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), no entanto o mecanismo
exato de como o composto inibe a sintese PGs, seriam parte de estudos futuros.

Mota (2013) avaliou a atividade anti-inflamatoria do composto derivado isoxazolina-
acilhidrazona R-99. A sua inibi¢do edematogénica, se deu em todos os tempos observados,
diferindo do composto JR04, que se mostrou ativo a partir da segunda hora. Estes estudos
corroboram a possivel potencialidade terapéutica de derivados N-acilhidrazdnicos, como mo-

léculas promissoras para a atividade anti-inflamatoria.

5.3 Bolsao de ar Subcutaneo

No bolsao de ar subcutaneo ou air pouch a administragdo de carragenina, induz a uma
resposta inflamatoria local, no qual a bolsa de ar forma uma membrana com caracteristicas
semelhantes a membrana sinovial inflamada da artrite reumatoide. Esse modelo permite loca-
lizar o foco inflamatorio, para realiza¢ao do screening de potenciais candidatos com atividade
anti-inflamatoria (GIRARD, 2014; VANDOOERN et al., 2013).

Para este protocolo, o composto JR04 apresentou propriedades anti-inflamatoria, evi-
denciada pela redugdo da migragdo celular em 55,5%. Esta inibicdo mostrou-se semelhante a

do grupo controle tratados com indometacina, que inibiu em 55,2% esta migracdo (Figura 9).



33

Figura 9. Inibigdo da migragao celular pelo composto JR04, no modelo de bolsao de ar sub-
cutaneo.
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Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 5. *** p < 0,001 significativamente
diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

Cordeiro et al. (2016), testou novos derivados N-acilhidrazonicos ¢ analogos ao LAS-
SBio-1524, cujos resultados indicaram atividade anti-inflamatoria no modelo de bolsdo de ar
subcutaneo. Este estudo viabilizou a possibilidade desses compostos atuarem bloqueando a
via IKKB-NF-kB, visto a atividade semelhante ao seu inibidor. Também foi verificando uma
reducdo dos niveis de NO, sugerindo que estas substancias podem inibir diretamente a iNOS,
seja pela reducdo da sua atividade enzimatica, ou inibindo a expressdo em sua biossintese.

Resultados semelhantes também foram observados no estudo de Silva (2015), que ao
testar os compostos N-acilhidrazonicos AMZ-Bz ¢ AMH, verificou uma inibigao significativa
na producgao de TNF-q, IL-1p, 6xido nitrico e mieloperoxidase, além da resposta farmacologi-
ca semelhante a indometacina.

Com isso, pode-se sugerir que esse composto pode interferir nas vias de sinalizacao do
processo inflamatorio, suprimindo a producao de mediadores quimicos pelas células do siste-
ma imune. Isto foi comprovado pelos testes de bolsdo de ar e peritonite, que mostrou a signi-

ficante inibi¢do da migracdo leucocitaria.

5.4 Toxicidade aguda
A toxicidade de uma substancia ¢ a sua capacidade intrinseca de causar efeitos nocivos
ao organismo. Estudos podem avaliar esses efeitos durante o periodo de experimentagdo, onde
animais sdo submetidos a administragao de dose unica ou multiplas durante um periodo nao

superior a 24h. Estes testes permitem verificar o perfil toxicologico de compostos naturais e
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sintéticos, determinando o potencial risco de causar danos ao organismo humano (ANVISA,
2013; VALADARES, 2006).

O composto JR04, foi avaliado através da administragdo v.o, de uma dose fixa de 100
mg.kg”', que corresponde a dez vezes a dose utilizada na avaliagdo farmacologica (SILVA et
al., 2012). Essa dose também foi preconizada na avaliacdo toxicologica dos derivados N-
acilhidrazonicos dos estudos de Apolinario (2016).

Durante as primeiras horas, seguido dos 14 dias consecutivos do experimento, foram
avaliados os reflexos autondmicos, parametros fisioldogicos, e comportamentais, segundo o
protocolo da triagem farmacologica comportamental estabelecida por Almeida (1999) (Anexo
2).

Ao avaliar as primeiras quatro horas, apos a administragdo do composto, a Unica alte-
racdo observada, foi a diminui¢ao dos reflexos aos estimulos dolorosos, ao pressionar a cauda
dos animais. Porém, isso pode nao estar relacionado a um efeito nocivo, mas sim, com a pos-
sivel atividade antinociceptiva do composto N-acilhidrazonico JR04 na dose de 100 mg.kg™.

Estudos como o de Silva et al., (2014) evidenciaram a atividade analgésica de deriva-
dos N-acilhidrazonicos, utilizando o ensaio de contor¢des abdominais induzidas pelo acido
acético em camundongos. Como resultado, esses compostos apresentaram atividade farmaco-
logica superior ao grupo controle, tratados com os farmacos utilizados na terapia convencio-
nal (celecoxibe e indometacina).

Durante os demais 14 dias consecutivos, ndo houve morte, nem sinais expressivos de
toxicidade geral, apenas, foi verificado uma redu¢do do consumo de ragdo, levando ao com-
prometimento da evolugdo ponderal dos animais (Tabela 3). Este efeito pode estar relacionado
com a acdo direta desses compostos nos centros hipotaldmicos, ou uma possivel interferéncia

na liberagdo de hormonios peptidicos envolvidos no controle da saciedade.

Tabela 3. Consumos ¢ evolugdo ponderal, dos animais submetidos ao teste de toxicidade,

tratados pelo composto JR04 (100 mg.kg™), durante 14 dias

Consumos Salina JR04 (100 mg.kg™')
Consumo de ragio (g) 117.4 £ 15,99 55,08 £ 7,077%**
Consumo de 4gua (mL) 36.54 £5,911 32,69 £ 5,633
Evolucao ponderal (g) 3.333+0,516 2,000 + 1,65%*

Os valores foram expressos como Média + D.P.M. (n= 6 animais em cada grupo); *p<0,05 e ***p <
0,0001 comparado ao grupo controle.
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De acordo com Ribeiro e Santos (2013), os principais reguladores hormonais da fome,
saciedade e dos niveis de adiposidade, sdo as leptinas, grelina e a insulina, que atuam nos cir-
cuitos cerebrais hipotaldmicos e do tronco cerebral, estimulando ou inibindo o apetite como
forma de manter o balanco energético adequado.

Apesar da diminui¢do do consumo da ragdo, a alteracdo do peso dos animais ndo foi
expressivamente significante, ¢ ndo alterou de maneira geral a saude do animal. Logo, ¢ pos-
sivel evidenciar a baixa toxicidade do composto, ¢ uma minima interferéncia no sistema ner-
voso autonomo e/ou central.

Na analise macroscopica dos 6rgaos, também ndo foi verificado nenhuma alteragdo

anatdmica, ou variagdes significativas nos pesos dos 6rgaos dos animais (Tabela 4).

Tabela 4. Peso relativo dos 6rgdos de camundongos fémeas tratadas com o JR04, na dose de

100 mg.kg™ via oral, apos 14 dias.

Salina
Coracao 0,1593 +0,0223 0.1456 £ 0,0155
Rins 0,3489 £ 0,0263 0,3237 £0,0186
Figado 1,6930 + 0,2060 1.4480 +0,1875
Baco 0,1552 +0,0259 0.1350 = 0,0298

Os valores foram expressos como Média + D.P.M. (n= 6 animais em cada grupo); *p<0,05 e ***p <
0,0001 comparado ao grupo controle.

Esses resultados encontrados corroboram o estudo toxicologico de Apolinario (2016),
que avaliou a seguranga dos compostos derivados N-acilhidrazonicos (JR09 e JR19) nas doses
de 100 mg.kg'. Com isso, ratifica-se a seguranca do uso do composto JR04, e a baixa toxici-
dade nos sistemas organicos.

A atividade anti-inflamatoria dos compostos N-acilhidrazonicos, pode ser explicada
devido a existéncia do hidrogénio da funcdo amida, que de acordo com Hernandez et al.
(2013) propiciam a acidez, ¢ a capacidade de estabilizacdo de radicais livres, permitindo que
esses compostos mimetizem a fracdo bis-alilica de acidos graxos e amidas nao saturadas, se-
melhantes ao do dcido araquidonico.

Outro possivel mecanismo molecular da resposta farmacologica pode estar relaciona-
do com a agdo enzimatica da COX, que atua nos derivados hidrazonicos promovendo o de-
sencadeamento de reagdes radicalares (atividade redox), que levam a formacao do radical

fenila. A fenila por sua vez, se complexa com o grupamento ferro III da enzima, inativando-a.
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Dessa forma, ndo ha a producao de prostaglandinas, principal mediador do processo inflama-
torio, entretanto, ¢ necessario estudos, que viabilizem uma melhor elucidagao dos mecanis-
mos de agdo desses compostos, sendo assim parte de estudos futuros (MAHY, GASPARD,
MANSUY, 1993 apud PAIVA et al., 2014).
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CONCLUSAO

O derivado N-acilhidrazonicos JR04 mostrou-se ativo nos modelos de peritonite ¢
edema de pata induzido por carragenina e bolsdo subcutaneo. No qual os torna candi-
datos promissores para a atividade anti-inflamatoria.

O comporto JR04 ndo provocou alteracdes morfologicas, fisioldgicas ou comporta-
mentais nos animais submetidos a experimentagdo, podendo assim sugerir baixa toxi-
cidade do derivado N-acilhidrazonico.

O JRO04 apresenta o grupo metilsulfonil também encontrados em farmacos inibidores
seletivos da COX-2, podendo sugerir uma maior seletividade a essa isoforma.

Esses resultados permitem predizer a grande potencialidade desse composto se tornar
medicamentos anti-inflamatorios, substituindo as terapias convencionais.

E necessaria a continuidade dos estudos para essa molécula, desvendando os possiveis

mecanismos biomoleculares envolvidas na resposta inflamatoria.
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ANEXO 1. Documento emitido pelo CEUA/CESED aprovando os métodos utilizados na

pesquisa
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ANEXO 2. Protocolo utilizado na triagem farmacolégica comportamental

Atividade farmacoldgica

Quantificagao dos efeitos
(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso
até 30° 1h 2h 3h 4 h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloeregdo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulacdo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega
Contor¢des abdominais
Abdugio das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia _

2-SN AUTONOMO
Diarréia

Constipac¢ido

Defecagdo aumentada
Respiragdo forgada
Lacrimejamento

Miccédo

Salivagdo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3-—MORTE

Observacgoes complementares:

Fonte: Almeida et al. (1999)



