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RESUMO

MAIA, A. K. H. L. Estudos Psicofarmacoldgicos pré - clinicos do 3-fenil-5-(4-
metilfenil)-imidazolidin-2,4-diona (HPA-05) em camundongos. 2013. 111p. Tese
(Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia), Centro
de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.

Os compostos heterociclicos sdo encontrados em muitos medicamentos com
finalidades terapéuticas diversas, tendo destaque os derivados da hidantoina. Estes
derivados, tais como os farmacos imidazolidinicos, sdo empregados como
anticonvulsivantes, cicatrizantes, miorrelaxantes, antimicrobianos e antitumorais.
Estudos anteriores, realizados por SALGADO, 2011, utilizando metodologias
comportamentais, demonstraram que a HPA-05 (3-fenil-5-(4-metilfenil)-imidazolidin -
2,4 - diona) apresenta acdes depressoras sobre o SNC (Sistema Nervoso Central)
com indicagbes antinociceptivas. Estes resultados revelaram a necessidade de
aprofundar o trabalho no sentido de que a atividade terapéutica para o alivio da dor
da HPA - 05 fosse melhor estudada, além de complementar o estudo
psicofarmacolégico da mesma. A dose de 200 mg/Kg da HPA-05, via i.p., ndo
envolve a participacdo dos receptores K'atp N0 seu mecanismo de acdo, nem
receptores GABAa, ndo € exercida pela via colinérgica e também néo envolve a via
glutamatérgica, visto que o tratamento com a substancia em estudo ndo reduz o
tempo de lambida da pata em nenhuma das fases no teste da formalina. O pré-
tratamento dos animais com L-arginina foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo
da HPA - 05 na primeira fase do teste da formalina, o qual envolve os receptores D,
da dopamina na segunda fase e a interagdo da cafeina com a HPA — 05, mostrando
uma reversao do efeito antinociceptivo da HPA - 05, na primeira fase do teste da
formalina. Os resultados com a HPA-05 se mostraram efetivos em inibir a laténcia
das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol e pelo eletrochoque auricular, o que
indica apresentar perfil de drogas anticonvulsivantes. No teste do Labirinto em Cruz
Elevado, ndo foi observado nenhuma modificacdo comportamental indicativa de um
possivel efeito ansiolitico. Na peritonite induzida pela carragenina, houve reducéo na
guantidade de leucécitos e neutréfilos na cavidade intraperitoneal dos animais
tratados, revelando a atividade anti-inflamatéria da HPA - 05. Os resultados
apresentados neste estudo evidenciaram um efeito promissor da HPA - 05 como
substancia analgésica, anti-inflamatoria e anticonvulsivante.

Palavras-chave: Imidazolidinicos. Psicofarmacos. Anticonvulsivante. Antinociceptivo.
Anti-inflamatorio.



ABSTRACT

MAIA, A. K. H. L. Preclinical Psychopharmacological studies of 3-phenyl-5-(4-
methylphenyl) imidazolidine-2,4-dione (HPA-05) in mice. 2013. 111p. Tese (Pos-
graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia), Centro de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.

Heterocyclic compounds are found in many drugs with several therapeutic purposes,
particularly in hydantoin derivatives. These derivatives, such as imidazolidine
pharmaceuticals are employed as: anticonvulsants, cicatrizants, muscle relaxants,
antimicrobials and antitumorals. Previous studies, using behavioral methodologies,
have demonstrated that HPA-05 (3-phenyl-5-(4-methylphenyl) imidazolidine-2,4-
dione) presented depressant actions on the CNS (Central Nervous System) with
indications such as antinociceptives. These results have guided this work to a better
study of the therapeutic activity of HPA-05 in pain relief. The dose of 200 mg/Kg of
HPA-05, through i.p., does not involve the participation of K'arp receptors in its
mechanisms of action, neither GABAA receptors, it is not exerted by the cholinergic
pathway and also does not involve the glutamatergic pathway, since the treatment
with the substance under study does not reduce the duration of paw licking at any
phases in the formalin test. The pretreatment of the animals with L-arginine was
capable of reversing the antinociceptive effect of HPA-05 in the first phase of the
formalin test, which involves the dopamine D, receptors in the second phase and the
interaction of caffeine with HPA-05, showing a reversion of the antinociceptive effect
of HPA-05 in the first phase of the formalin test. The results with HPA-05 were
effective in inhibiting the latency of convulsions induced by pentylenetetrazol and by
auricular electroshock, what indicates to show profile of anticonvulsant drugs in these
tests. In the Elevated Plus Maze test, it has not been observed any behavioral
modification indicating a possible anxiolytic effect. In the peritonitis induced by
carrageenan, there was a reduction in the levels of leukocytes and neutrophils in the
intraperitoneal cavity of the treated animals, demonstrating the anti-inflammatory
activity of HPA-05. The results shown in this study have evidenced a promising effect
of HPA-05 as an analgesic, anti-inflammatory and anticonvulsant agent.

Keywords: Imidazolidines. Psychopharmaceuticals. Anticonvulsant. Antinociceptive.
Anti-inflammatory
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1 INTRODUCAO

Pesquisas por novos farmacos se tornam crescentes, ja que 0S avancos
tecnologicos ndo trouxeram somente progressos, mas também mudancas de
hébitos, alteragcbes nos ecossistemas e, consequentemente, novas doencas. Nos
primordios da humanidade as fontes naturais eram as Unicas alternativas para a
cura e alivio das enfermidades, entretanto, devido aos avancos da Quimica
Orgéanica, a sintese tornou-se uma ferramenta que tem contribuido, cada vez mais,
na descoberta de novos farmacos, j& que a maioria das moléculas utilizadas na
terapéutica € de origem sintética. Esse crescimento também € corroborado pela
aplicacdo de conhecimentos de outras areas a sintese organica, que dispde de
métodos analiticos mais eficientes e rapidos. Desta forma é de grande relevancia a
realizacdo de estudos com énfase na sintese e planejamento de novas moléculas
com perspectivas farmacolégicas (THOMAS, 2003).

Os compostos heterociclicos, por sua vez, sdo as maiores fontes de farmacos
sintéticos, 0s quais aumentam em ndmero, apresentando importantes aplicacdes na
industria farmacéutica. A titulo de interesse, 85% dos farmacos disponiveis na
terapéutica moderna sdo de origem sintética, e, destes, 62% sao heterociclicos
(KATRITZKY, 2001). A importancia desses compostos esta relacionada a
possibilidade da introducdo de heterodtomos no anel e novos grupos substituintes, o
que |Ihes confere diferentes propriedades quimicas e biologicas.

Entre os compostos heterociclicos, destacamos a classes dos derivados da
hidantoina, a qual desperta grande interesse por apresentar acdes farmacoldgicas
importantes. Também denominada de 2,4-dicetotetrahidroimidazol, 2,4-
dioxoimidazolidina ou imidazolidina-2,4-diona, a hidantoina foi sintetizada, pela
primeira vez, por Baeyer, em 1861, durante seus estudos sobre o acido urico. Dentre
as hidantoinas utilizadas no Brasil, estdo a fenitoina, farmaco de escolha no
tratamento de convulsdes e a nitrofurantoina, farmaco de escolha no tratamento de
infeccbes do trato urinario, ambas presentes na Relacao Nacional de Medicamentos
Essenciais (BRASIL, 2010) e na Lista de Medicamentos Essenciais da OMS (WHO,
2010).

Diversos estudos os estudos na area da Psicofarmacologia, foram realizados,

por exemplo, Henze e Smith, em 1943, descobriram que aquela apresentada pela
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2,4-ditio-5,5-dimetil-hidantoina possuia acdo hipndtica. Essa substancia revelou
também atividade anticonvulsivante superior a 5,5- dimetil-hidantoina. Alguns
trabalhos também demonstraram que derivados 2-tioxo-imidazolidina-4,5-dionas
possuiam atividade anticonvulsivante (SINGH, 1974). Novas hidantoinas
substituidas, como 4-hidroxi- 2-imidazolidinonas; 2-imidazolonas; 2-imidazolidinonas,
diaminasvicinais e derivados de aminoacidos, foram sintetizadas e avaliadas quanto
a atividade anticonvulsivante, diante desses estudos nds direcionamos a tese para
avaliar a HPA-05 em diversas a¢fes no sistema nervoso central (CORTES et.
al.,1985; CARVALHO, 2011).

Com relacdo as propriedades analgésicas, a familia de compostos
imidazolidinicos ou hidantoinicos sdo largamente utilizados pela indastria, devido a
sua facil absorcéo pelo organismo e pelo grande potencial analgésico de alguns de
seus derivados. Logo, sdo requeridas menores doses do farmaco para obtencdo da
resposta biolégica durante o tratamento, sugerindo, conseqientemente, menores
riscos em relacdo ao seu uso. Ha relatos evidenciando que esses compostos,
guando administrados com outras drogas, atenuam o desenvolvimento de tolerancia
e dependéncia aos efeitos analgésicos de substancias como a morfina, revelando,
pois, a relevancia da continuidade das pesquisas com os mesmos (DURANTEZ,
2003).

1.1 Farmacos que atuam no Sistema Nervoso Central

A historia da psicofarmacologia moderna inicia-se no final da década de 40,
guando foram introduzidos os primeiros farmacos com a finalidade especifica de
tratar os transtornos psiquiatricos. O primeiro relato de tratamento de mania com
litio, realizado por Cade, data de 1949, seguido pela descricdo dos efeitos
antipsicoticos da clorpromazina em 1952, por Delay e Deniker. Os primeiros
ansioliticos foram o meprobamato (1954) e o clordiazepédxido (1957), seguido por
uma ampla gama de benzodiazepinicos.

Segundo Almeida (2006), as substancias quimicas que exercem seus efeitos
no SNC sédo denominadas drogas psicoativas ou psicotropicas, empregadas para
tratar ou aliviar doencgas psiquicas desde meados de 1940.

As principais e mais estudadas classes dos psicotrépicos sdo o0s

neurolépticos, 0s antidepressivos, anticonvulsivantes, ansioliticos, hipndticos,
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relaxantes musculares e os analgésicos (CALIXTO et al., 2000; LIRA, 2001;
POLATIN; DERSH, 2004).

Os neurolépticos sdo também chamados de tranqtilizantes maiores ou ainda
de agentes antipsicoéticos. Caracterizam-se como antagonistas dos receptores da
dopamina, embora muitas drogas atuem sobre outros alvos, particularmente os
receptores da 5-HT, o que pode contribuir para sua eficacia clinica. As principais
indicacbes para essas drogas Sdo as psicoses e sintomas associados com
transtorno afetivo (bipolar) e transtornos severos de personalidade. Neles estdo
inclusos 0s neurolépticos tipicos ou classicos (clopromazina e haloperidol) e os que
tém menor tendéncia de causar efeitos colaterais motores indesejaveis, chamados
de atipicos ou de segunda geracéo (clozapina, risperidona e sulpirida) (LIM et al.,
2001; BALDESSARINI; TARAZI, 2006).

Os antidepressivos sao usados no tratamento da depressao e na elevacgéo do
humor — que é um dos varios sintomas desse distirbio. Os medicamentos de uso
clinico podem ser divididos da seguinte forma: triciclicos (imipramina e amitriptilina),
tetraciclicos (metralindol, mianserina), agentes heterocicilicos (amoxapina e
bupropiona), inibidores seletivos da recaptacdo de neurotransmissores (por
exemplo, a fluoxetina, paroxetina e sertralina, as quais inibem seletivamente a
recaptura de serotonina) e inibidores da monoamina oxidase (maclobemida,
fenelzina e tranilcipromina). Todos exercem seus efeitos terapéuticos aumentando
seletivamente as aminas biogénicas neurotransmissoras em multiplas vias no SNC
(SAWYNOK; ESSER; REID, 2001; ALMEIDA, 2006; MOTA, 2008).

Na classe dos anticonvulsivantes (ou antiepilépticos), o fenobarbital foi o
primeiro agente organico sintetizado que se reconheceu como dotado de atividade
anticonvulsivante. Os medicamentos antiepilépticos podem ser divididos em duas
categorias, quais sejam, o0s classicos (como a fenitoina, fenobarbital,
carbamazepina, clonazepam e nitrazepam) e a nova geracdo (em que estédo
inseridas a progabida, gabapentina e lamotigina, entre outros). Os principais
mecanismos de ac¢ao das drogas anticonvulsivantes sdo a potencializagcado da agao
do &acido gama-aminobutirico (GABA) e a inibicdo dos canais para soédio
dependentes de voltagem (ATTAL, 2000; CLUFF, 2002; ALMEIDA, 2006).

Os ansioliticos e hipnéticos sdo drogas utilizadas no tratamento dos sintomas
da ansiedade e no tratamento da insdnia, respectivamente. Apesar dos objetivos

clinicos serem diferentes, as mesmas drogas sédo, freqientemente, usadas para
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ambas as finalidades. Os principais grupos de drogas utilizadas com esta finalidade
sdo os benzodiazepinicos (diazepam e clordiazepoxido), barbitlricos (zolpidem,
fenobarbital e pentobarbital), antagonistas dos receptores beta-adrenérgicos
(propranolol) e outras drogas (hidrato de cloral e meprobamato) (SCHATZBERG,
2003; RANG et al., 2012).

Os relaxantes musculares incluem as drogas que ndo possuem efeitos
periféricos no ténus muscular, mas sim efeitos no SNC, as quais causam
relaxamento muscular, incluindo-se, nesse grupo o baclofeno, mefenesina e alguns
benzodiazepinicos (SCHOFFERMAN, 2003).

Os analgésicos de acao central ou simplesmente opidides tém como
caracteristica principal aumentar o limiar neuronal ao estimulo nocivo ou até mesmo
erradicar a sensagao dolorosa. O termo “opidide” é habitualmente empregado para
substancias de natureza sintética ou peptidica com acdo semelhante a morfina,
enquanto que “opiaceo” representa uma terminologia mais antiga, sendo aplicada a
sustancias naturais ou semissintéticas isoladas do 6pio, como a morfina e codeina,
respectivamente (ALMEIDA, 2006).

1.2 FArmacos Anticonvulsivantes

Dentre a variedade de patologias que afetam o SNC, a epilepsia é tida como
uma das mais sérias, tendo em vista 0s graves incbmodos que proporciona ao seu
portador. O quadro caracteriza-se por alteracdes cronicas, recorrentes e paroxisticas
na funcdo neuronal, decorrentes de anormalidade na atividade elétrica cerebral
(ALMEIDA, 2006).

A crise epiléptica caracteriza-se pela disfungdo neurologica na sua fase
aguda, a qual, dependendo da area cerebral envolvida, pode manifestar-se através
de disturbios de cognicdo ou consciéncia, movimentos involuntarios, automatismos
de comportamento ou manifestacdes autonbmicas, sensoriais e psiquicas
(CHAUDHARY; DUNCAN; LEMIEUX, 2011).

O evento mais dramatico de alguns quadros de epilepsia € a convulséo,
caracterizada pela atividade hipersincronica e repetitiva de um grupamento neuronal
do cértex cerebral, cuja distribuicdo anatbmica e duracdo de sua atividade
determinam a natureza da crise (STEFAN et al., 2009).
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Apesar do importante progresso na compreensdo das crises convulsivas nas
Ultimas décadas, as bases celulares da epilepsia no homem permanecem ainda
desconhecidas. O tratamento convencional das crises convulsivas € realizado,
principalmente, pelo uso clinico de drogas anticonvulsivantes. Uma droga
anticonvulsivante pode ser definida como uma substancia que, quando administrada,
pode, por um determinado periodo, diminuir a incidéncia ou severidade das
convulsdes que acomete pacientes epilépticos (LOSCHER; SCHMIDT, 2002).

Embora o0s mecanismos de acdo das drogas anticonvulsivantes
comercializadas atualmente ainda ndo sejam completamente entendidos, de modo
geral, aqueles envolvem alteracdo no balango entre excitacdo e inibicdo neuronais
(WHITING, 1999). Nesse diapasao, sdo conhecidos trés mecanismos basicos, quais
sejam: modulacdo de canais ibnicos dependentes de voltagem (Na®, Ca'™, K),
aumento da neutransmissdo inibitéria mediada pelo GABA; e atenuagdo de
neurotransmissao excitatoria, particularmente a mediada pelo glutamato (OLIVEIRA,
2010).

As drogas anticonvulsivantes de primeira geracdo apresentam, em geral, um
significativo niumero de efeitos adversos, tais como sedacdo, retencdo hidrica,
hepatotoxidade, depresséo, bradicardia, acidose respiratéria, anemia megaloblastica
e tolerancia (ALMEIDA, 2006; HUNG; SHIH, 2011).

Com o surgimento das drogas anticonvulsivantes de segunda geracao
(lamotrigina, vigabatrina, tiagabina, topiramato, gabapentina e leviracetam) e de
terceira geracdo (remacemida, fosfenitoina e dezinamida), o tratamento da epilepsia
apresenta muitos avancos, e, a cada dia, varias outras substancias sdo propostas
como novos agentes anticonvulsivantes. As novas drogas anticonvulsivantes, em
geral, causam menos efeitos adversos e possuem um menor potencial para o
desenvolvimento de toxicidade. Apesar disso, o percentual de pacientes que nao
tem um controle apropriado continua sem modificagdes significativas (OLIVEIRA,
2010).

Inimeras pesquisas visam descobrir novas estratégias farmacoldgicas
anticonvulsivantes por meio de novos compostos eficazes para epilepsia de dificlil
controle ou de compostos com menor toxicidade para aquelas ja tratadas pelo

arsenal terapéutico atualmente disponivel (FAGGION et al., 2011).
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1.3 Consideragdes Gerais sobre Dor

A dor é gerada dentro de estruturas encefalicas semelhantemente ao prazer,
ao calor e a outras experiéncias sentidas frente a estimulos ambientais (TRACEY,
2007). Isso € importante, porque as sensac¢des possuem vias neuroanatdmicas, com
receptores especificos que permitem a deteccdo e medida de um estimulo. Ja as
experiéncias incorporam componentes sensoriais com influéncias pessoais e
ambientais importantes (MILLAN, 1999). Dessa forma, a dor possui uma conotacao
individual e sofre influéncia de experiéncias prévias (MERSKEY; BOGDUK, 1994).
Entdo, pela diversidade de experiéncias dolorosa, explica-se porque tem sido muito
dificil, encontrar um conceito definitivo e satisfatorio para a dor (LOESER;
MELZACK, 1999; RAINVILLE, 2002).

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés
International Association for the Study of Pain), em 1994, conceituou a mesma como
sendo uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, a qual esta associada a
lesbes teciduais reais ou potenciais ou descrita em termos de tais danos. A
manifestacdo da sensacdo dolorosa, em diversos niveis e origens, € um dos
principais motivos de busca por assisténcia médica em todo o mundo (MERSKEY,
BOGDUK, 1994; MILLAN, 1999).

Os receptores da dor na pele e em outros tecidos estdo presentes em
terminacbes nervosas livres sensiveis a estimulos dolorosos. A atividade no
nociceptor e a via nociceptiva e outros processos neurofisiolégicos induzidos pelo
estimulo doloroso sdo chamados nocicepcdo (DICKENSON, 1997). Assim, a
percepcdo de estimulos lesivos, denominada por Sherringhton (1906) de
nocicepg¢ao, nao significa o mesmo que a sensacao de dor. Esta representa uma
experiéncia complexa e, muitas vezes, subjetiva, incluindo componentes afetivos,
culturais e psicoldgicos, enquanto nocicepcdo € a deteccdo da lesédo tecidual por
transdutores especializados ligados as fibras Ad e C, as quais transmitem sinais ao
sistema nervoso central, influenciados por inflamacgdes e por estimulos ambientais
fisicos ou quimicos (DUBNER; BENNET, 1983; JESSEL; KELLY, 1992; MEYER et
al., 1994 LOESER; MELZACK, 1999).

A partir dessas definicbes, podemos observar que existe a participagdo de um
componente fisiolégico e outro psicolégico ou emocional, motivo por que a juncdo de

ambos € o que os humanos entendem por dor. Sendo assim, uma vez que 0S
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animais nao séo capazes de verbalizar os componentes subjetivos da dor, neles nédo
se avalia dor, mas nocicepcdo. Portanto, os termos dor e analgesia sao mais
apropriadamente utilizados para o0 ser humano, enquanto nocicepcdo e
antinocicepgdo sdo mais adequados para os animais (JONES, 1992; TJJLSEN;
HOLE, 1997; WALL, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001; WATKINS; MAIER, 2003).

1.4 Tipos de Dor

A dor pode ser classificada sob véarios aspectos, um deles leva em
consideracao sua distribuicdo temporal, em transitoria, aguda e crénica. Quanto aos
mecanismos fisiolégicos (dor nociceptiva, soméatica, neurogénica, neuropatica,
referida, visceral e inflamatoria) (RENTON, 2008).

A dor transitéria caracteriza-se pela ativacao dos nociceptores, sem qualquer
dano tecidual (RENTON, 2008). A dor aguda caracteriza-se por uma resposta
organica protetora, pois alerta um individuo para uma lesdao iminente ou real dos
tecidos, induzindo ao surgimento de respostas reflexas e comportamentais
coordenadas com o intuito de manter o dano tecidual o mais controlado possivel
(WOOLF et al., 1999). Ja a dor cronica persiste além do periodo esperado de cura
por causa da incapacidade do corpo em restaurar-se ao estado normal (GRICHNIK;
FERRANTE, 1991).

A dor nociceptiva pode ser classificada de acordo com a modalidade do
estimulo nocivo, como a dor térmica (calor ou frio), mecanica (por exemplo,
deformacdo no tecido) e quimica (por exemplo, o iodo em um corte), ou pode ser
dividida em visceral (6rgdos), somatica, que se origina na periferia do organismo
(pele, masculos, articulagdes, ligamentos e 0ssos), sendo uma dor bem localizada e
caracterizada por sensacoes claras e precisas (BRAUN-FILHO; BRAUN, 2004) e
superficial (de nociceptores na pele ou em tecidos superficiais) (SPANSWICK; MAIN,
2000).

A dor visceral € a forma de dor que surge com mais frequéncia como
consequéncia de enfermidades. E o sintoma comum na maioria das sindromes
dolorosas agudas e cronicas de interesse clinico. E vaga, mal localizada e se
estende além do 6rgdo lesado. Pode ser referida em regifes distantes da viscera
gue a originou (BRAUN-FILHO; BRAUN, 2004). Nao é raro uma pessoa sentir dor

em uma parte do corpo consideravelmente distante dos tecidos que a causaram.
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Esse tipo de dor visceral e chamada de referida, sendo iniciada em um dos 6rgaos
viscerais e referida a uma area na superficie corporal. A dor pode ainda ser referida
a uma area do corpo nao exatamente coincidente com a localizacédo da viscera que
a produziu (GUYTON; HALL, 2002).

Por fim, a dor inflamatoria aparece devido aos efeitos diretos de mediadores
resultantes tanto do dano inicial quanto da resposta inflamatéria em si, como pela
compressdo dos nervos sensoriais ocasionada pelo edema local (COTRAN;
KUMAR; ROBBINS, 1996; ROSENBERG; GALLIN, 1999; ROBERTS II; MORROW,
2003).

1.5 Percepcéo da Dor

1.5.1 Transducgdao, Transmissdo e Modulagao

O reconhecimento da dor como reacdo sensitiva envolve uma sequéncia de
eventos cujo primeiro passo é a transducdao, ou seja, a transformacao dos estimulos
agressivos em potenciais de acdo que, das fibras nervosas periféricas, séo
transmitidos para o SNC (BESSON; PERL, 1969; JULIUS; BASBAUM, 2001). No
processo de transducdo de uma sensacéo dolorosa, ocorre uma amplificacdo dos
eventos pela liberacdo local de uma grande variedade de substancias quimicas
(denominadas genericamente de substancias algogénicas) que surgem em grande
quantidade nos tecidos em decorréncia de processos inflamatérios, trauméaticos ou
isquémicos. Essas substancias incluem bradicinina, noradrenalina, serotonina,
histamina, citocinas, leucotrienos, prostaglandinas e substancia P (MARQUEZ,
2004).

Os nociceptores apresentam corpos celulares localizados nos ganglios da
raiz dorsal e nos ganglios trigeminal, possuindo ramificacbes axonais que inervam
orgdos e a medula espinhal (BASBAUM et al., 2009). S&o terminagBes nervosas
livres das fibras mielinicas Ad e das fibras amielinicas C (Figura 1) localizadas na
pele, masculos, articulagdes, tecido conjuntivo e visceras. Alguns tecidos possuem
nociceptores que podem ser classificados como nociceptores térmicos (ativados por
estimulos de frio e calor), nociceptores mecéanicos (ativados por intensa pressao) e
os polimodais, ativados por estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos de elevada
intensidade (PINTO, 2000).
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.\ Fibras AP
Com mielina

Grande diametro

@ Fibras AS

Poucamielina
Médio diametro
Nocicepg¢ao: termal, quimica e mecanica

e > Fibras C
Sem mielina
Pequeno diametro
Nocicepg¢ao: termal, quimica e mecanica
Coceira, temperaturainécua

Figura 1: Fibras nervosas mielinicas e amielinicas
Fonte: Adaptado de (JULIUS; BASBAUM, 2001).

A conducdo dos impulsos nociceptivos da periferia @ medula espinhal é
realizada pelas fibras sensoriais (aferentes) do tipo C, Ad, e também por fibras Ap
relacionadas a sensacdo de tato, envolvidas na modulacdo do sinal ndxico e, em
algumas situacfes, participando de forma absolutamente normal no processo
doloroso (Figura 2) (FURST, 1999; MARQUEZ, 2004).

As Fibras AP possuem diametro largo, sdo mielinizadas e de rapida
conducao. A maioria das fibras AR detectam estimulos in6cuos aplicados a pele,
musculos e articulagcdes e, consequentemente, ndo contribuem para a dor.

Fibras Ad sdo mielinizadas e produzem uma dor aguda bem definida,
chamada de “dor rapida” ou “primeira dor” (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008),
possuem diametro medio, sdo finamente mielinizadas e possui velocidade de
condugéao intermediaria. Estas fibras transmitem a dor bem localizada ou “primaria”.
Os nociceptores Ad sao divididos em dois tipos. Os chamados tipo |, que
correspondem aos mecanoreceptores de alto limiar, respondem tanto a estimulos
térmicos (> 50° C) quanto quimicos, porém s&o insensiveis a capsaicina. Ja 0s
nociceptores Ad Il sdo sensiveis a temperatura em torno de 43° C, isto €, possuem
um limiar para estimulo térmico menor que o tipo | (MILLAN, 1999).

As Fibras C séo corpos celulares de pequeno diametro, ndo mielinizadas e de
lenta conducdo. Apds a “primeira dor’, as fibras C transmitem lentamente a

sensacao de queimagédo conhecida como “segunda dor”. Essa condug¢do da dor
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ocorre vagarosamente devido ao fato dessas fibras possuirem um didmetro pequeno
e serem amielinizadas. Ha também as fibras polimodais C que respondem a
estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (HELMS; BARONE, 2008). Estudos
neuroanatdmicos e molecular mostram a existéncia de uma populacdo de
nociceptores C “peptidérgico”, a qual libera neuropeptidios, substéncia P e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (BASBAUM et al., 2009).

Existem ainda os chamados nociceptores silenciosos (“silent” ou “sleeping”),
gue sdo uma pequena proporcao das fibras aferentes, os quais normalmente nao
sdo responsivos a estimulos. Quando influenciados por mediadores inflamatérios, ou
apos a administracdo de agentes flogisticos, entretanto, apresentam atividade
espontanea ou se tornam sensibilizados e respondem a estimulos sensoriais.
Estima-se que 40% das fibras C e 20% das fibras A® atuem como receptores
silenciosos (JULIUS; BASBAUM, 2001).
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Figura 2: A complexidade molecular dos nociceptores aferentes primarios
Fonte: Adaptado de (JULIUS; BASBAUM, 2001).

O sistema de modulacdo mais conhecido e o mais aceito para explicar a
regulacédo da dor é o da Teoria da Comporta ou “Mecanismo de Controle do Portdo
Medular” ou “Gate-Control”, desde o inicio deste século, apresentada por MELZACK
& WALL, em 1965, (Figura 3). A supressdo da dor decorreria da inibicdo pré-
sinaptica na medula espinal, resultante da colisdo entre potenciais dos aferentes

primarios e os antidrémicos originados na substancia gelatinosa do CPME (corno
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posterior da medula espinal), que os sistemas modulatérios da dor passaram a ser
reconhecidos. Os interneurdnios ativados pelos aferentes de grosso calibre gerariam
potenciais negativos nas raizes sensitivas e reduziriam a amplitude dos potenciais
nociceptivos; a atividade das fibras discriminativas do SNP de grosso calibre
bloquearia a transferéncia das informagdes nociceptivas para os neurénios do CPME
e as influéncias hiperpolarizantes dos aferentes de calibre fino. A auséncia de
correspondéncia anatdmica, eletrofisioldgica, neuroquimica e de achados clinicos
gue sustentassem a teoria de comporta, como originalmente idealizada, foram
razbes para que ela ndo mais fosse aceita como apresentada. Entretanto, teve o
mérito de inaugurar um conceito apropriado para justificar a sensibilidade, que é o
da interacdo sensorial, segundo o qual as diferentes modalidades e qualidades
sensoriais interagem entre si, modificando-se quanto a sua expressao (WAISBROD,
1984; TEIXEIRA, 2001).

De acordo com Wall e Melzack (1999), a nocicepgédo trata-se de um
processo bi-direcional de vias neuronais ascendentes e descendentes, sendo estes
circuitos nociceptivos modulados principalmente pela serotonina e noradrenalina. As
vias descendentes originadas de estruturas cerebrais tém um importante papel na
modulacdo e integracdo das mensagens nociceptivas no corno dorsal da medula
espinal.

A via descendente de controle da dor € um mecanismo endégeno que o
organismo possui, englobando estruturas encefalicas como o hipotalamo, amigdala,
cortex cerebral, locus coeruleus (LC), substancia cinzenta periaquedutal (PAG),
entre outros. Além disso, sistemas de neurotransmissores também participam da
modulacdo descendente da dor, como sistemas opidide, serotoninérgico,
noradrenérgico, GABAérgico, adenosinérgico, canabindides entre outras substancias
(MILLAN, 2002; YOSHIMURA; FURUE, 2006). Vale salientar que um mesmo
neurotransmissor, dependendo de onde € liberado, pode exercer tanto acbes
inibitérias quanto facilitatorias, o que torna essa via descendente da dor bastante
complexa (MILLAN, 2002).

Sabe-se também que existem vias descendentes moduladoras da dor que
se originam no cértex somestésico e no hipotalamo, projetando-se no mesencéfalo,
mais precisamente na substancia cinzenta periaquedutal; e dai para os nicleos da

rafe, que se interligam ao corno dorsal da medula espinhal (VENANCIO, 2006). A
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estimulacgdo elétrica ou farmacoldgica desses nucleos tem agéo inibitoria nociceptiva
na medula, provocando o bloqueio da dor (VALE, 2000).

Os mecanismos inibitérios também podem ser segmentares, como ocorre no
corno dorsal da medula espinhal. Neste nivel, a estimulacdo das terminacdes
aferentes primarias provoca a inibicdo da liberagdo dos neurotransmissores,

principalmente da substancia P (neurotransmissor nociceptivo) (VALE, 2000).

DORSAL HORN SYNAPTIC INHIBITION
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Figura 3: Teoria da comporta proposta por Melzack e Wall em 1965.
Fonte: (ZEILHOFER; WILDNER; YEVENES, 2012).

1.6 Aspectos Gerais da Resposta Inflamatéria

O sistema imunologico € reconhecido como de importancia vital para o
desencadeamento e controle de varios processos fisioldgicos e patologicos. Ele
apresenta uma intima inter-relacdo com os sistemas nervoso e endocrino, havendo,
entre eles, varios receptores e ligantes em comum. Assim, substancias
caracteristicas de cada um destes sistemas, como citocinas, neuropeptideos,
neurotransmissores e hormoénios, podem ser sintetizadas por todos esses sistemas e
modificar determinadas fungdes e atividades representativas de cada um deles
(SOUZA; VOLTARELLI; FERRIANI, 1997).
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O estudo da inflamacédo tem histéria rica e antiga. O termo inflamacéo ou
flogose (do latim, inflamares e do grego pegar fogo) retratam como 0S povos mais
primitivos comparavam uma regiao inflamada como algo relativo a chamas, quente
ou ardido. Celsus (30 a.C. - 38 d.C) descreveu 0s quatro sinais cardeais da
inflamac&o: rubor, tumor, calor e dor. John Hunter (1728 - 1793) compreendia a
inflamag@o como um processo benéfico e de protecdo, sem o qual animais e seres
humanos ndo poderiam sobreviver aos seus inimigos. Uma das primeiras descri¢coes
microscopicas da inflamacgéo foi realizada por Julius Cohnheim (1839 - 1884), o
primeiro pesquisador a descrever a sequéncia dos eventos vasculares, que s&o
dilatacdo, estase do sangue, marginalizacdo e emigracdo dos leucocitos (MOVAT,
1985). Somente em 1858, contudo, com o patologista alemdo Rudolf Virchow, teve
inicio os estudos sobre os mecanismos patologicos e celulares da inflamacéo,
descobrindo, portanto, o quinto sinal da inflamacgéo, qual seja: a perda da funcéo
(MELO, 2006).

O processo inflamatorio se caracteriza por extravasamento do exsudato para
0 compartimento intersticial, resultante da vasodilatacdo e da retracao das células
endoteliais, e pela infitracdo de células fagociticas, polimorfonucleares e
monociticas, no tecido injuriado (FANTONE; WARD, 2002). Outra fase da resposta
inflamatdria, o acumulo e a subsequente ativacao de leucécitos, € um dos eventos
centrais na patogénese de todas as formas de inflamacdo. Os leucdcitos migram
para o sitio de inflamacdo em resposta aos estimulos quimiotaticos (FANTONE;
WARD, 2002). Esses leucocitos ativados secretam seus conteldos granulares e
radicais livres durante a quimiotaxia e a fagocitose, o que causa dano no tecido
adjacente (VIVIER; MALISSEN, 2005).

Apés a lesdo tecidual, a inflamagcdo € desencadeada pela ativacdo de
receptores Toll-like (TLRsS) que se ligam a patdégenos invasores ou moléculas
endogenas liberadas de células danificadas. TLRs sdo expressos em células
imunes, incluindo mondcitos ou macrofagos e células dendriticas como
gueratinécitos (MEDZHITOV, 2008; REN; DUBNER, 2010).

A ativacdo de TLRs é seguida pela ativacédo do fator nuclear-kB (NF-kB) de
sinalizacdo e liberagcdo de citocinas inflamatorias. Vasodilatadores também séo
liberados, promovendo a adesdo e a transmigracdo de células do sistema
imunoldgico, o que inclui células T, neutrofilos, mondcitos e recrutamento de

macrofagos. Essas células, uma vez ativadas, liberam uma série de mediadores
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inflamatérios que atuam sobre 0s receptores expressos em terminais nervosos
adjacentes, ocasionando a sensibilizacdo dos nociceptores periféricos. Os alvos
incluem receptores de citocinas, receptores acoplados a proteina G, ligantes de
canais e receptores Tirosina Cinase do tipo 1 (TrkA) (MEDZHITOV, 2008; REN;
DUBNER, 2010).

Os macréfagos presentes no local sofrem degranulagédo pelo contato direto
com as terminacbes nervosas mediadas por N-caderina (N-cad), e a
metaloproteinase-24 (MMP-24) impede, em parte, a degranulacdo dos mesmos pela
digestdo da N-cad (MEDZHITOV, 2008; REN; DUBNER, 2010).

Por outro lado, a liberacdo de TNF-a e IL-15 por nervos periféricos e células
de Schwann ativa a MMP-9 e facilita o recrutamento de macréfagos. Os terminais
nervosos nociceptivos podem ainda segregar substancia P e peptideo relacionado
ao gene da calcitonina, através da ativacdo antidrbmica de terminacdes nervosas
vizinhas. Por sua vez, a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina promovem vasodilatacdo e extravasamento de células imunes,
contribuindo para o processo inflamatério (MEDZHITOV, 2008; REN; DUBNER,
2010).

A inflamacdo pode ser didaticamente dividida em duas fases: aguda e
cronica. A inflamacdo aguda é de duracdo relativamente curta, podendo durar
minutos, horas ou, até mesmo, alguns dias. Durante esse processo, 0S principais
mediadores envolvidos sdo o (6xido nitrico) NO e prostaglandinas (PGs), como a
PGI2, PGD2, PGE2 e a PGF2aq, responsaveis principalmente pela vasodilatagdo, um
dos sinais classicos do processo inflamatério agudo, representado pelo calor e rubor
caracteristicos da reagdo inflamatéria (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Sua
principal caracteristica é a presenca do exsudato rico em proteinas plasmaticas
(edema) e a migracéao de leucécitos, principalmente os neutrofilos.

Na fase aguda da resposta inflamatéria, ocorre ainda a liberacéo de varios
mediadores em especial componentes do complemento como os fragmentos C3a e
Cb5a, leucotrienos, quimiocinas como a IL-8 e ainda bioprodutos bacterianos como
peptideos N-formilados, que promovem a quimiotaxia de leucdcitos e outras células
fagociticas para o sitio da reacdo inflamatoéria (ADEREM; SMITH, 2004,
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

A inflamacéo cronica, porém, é de longa duracdo (semanas a meses) e esta

relacionada com algumas alteracdes histolégicas, como presenca de linfocitos e
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macréfagos, proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose do tecido (RANG
et al., 2012; GILROY et al., 2004; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Na dor crbnica, muitos eventos ocorrem em associacdo com 0s eventos
basicos da nocicepcdo, que alteram a relacdo entre o estimulo e a resposta
nociceptiva e afetam a modulacdo do estado doloroso resultante. Além disso,
alteragbes centrais crbnicas na neuroquimica da sinalizacdo da dor produzem
hipersensibilidade, aumentando a frequéncia e duracdo dos impulsos aferentes.
Ademais, mudancas estruturais secundarias a lesdo nervosa periférica incluem a
perda de interneurdnios espinhais, rearranjos nao apropriados de processos neurais
aferentes na medula espinhal e a proliferagdo de fibras simpéticas no ganglio
sensorial. Essas mudancas ndo sdo uniformes e dependem do tipo de lesdo
tecidual, do envolvimento de tipos especificos de fibras e da participacdo do sistema
imune (DRAY et al.,, 1995; PERKINS; TRACEY, 2000; WATKINS; MAIER, 2002;
DOGRUL et al., 2003).

De modo geral, a transmisséo da dor envolve uma interacdo complexa entre
mediadores quimicos, estruturas centrais e periféricas desde a pele, visceras ou
outros tecidos até o cOrtex cerebral. Assim, diversos mediadores do processo
inflamatoério apresentam atividades diferenciadas e complexas nos nociceptores, 0
que implica em uma grande intera¢do entre o processo inflamatério e a dor, além de
justificar a pesquisa de substancias anti-inflamatorias em processos algogénicos
(FURST, 1999).

1.6.1 Mediadores quimicos envolvidos na dor e inflamagéao

Diversas substancias participam dos mecanismos de nocicepc¢ao, entre elas,
ATP, ion K*, glutamato, substancia P e radicais livres (DRAY; PERKINS, 1993).
Além disso, apos ocorrer um dano tecidual, fragmentos celulares resultantes do
mesmo sdo capazes de promover uma reacao inflamatoria local, recrutando células
como neutrdfilos, eosinéfilos, macréfagos e linfécitos. Por sua vez, estas células de
defesa liberam mediadores inflamatorios para o meio, tais como cininas (bradicinina
e calidina); citocinas (interleucinas e fator de necrose tumoral), aminas (serotonina e
histamina), prostandides (prostaglandinas, prostaciclinas) e leucotrienos. O oOxido
nitrico (NO) também apresenta atividades significantes na nocicepcdo, porém o0s

dados séo contraditorios (MOTA, 2008). A unido de todos esses eventos promove a
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exposicdo do nociceptor aferente primario a diversas substancias capazes de
sensibilizad-lo (TAIWO; LEVINE, 1991; GUIEU, 1996; MILLAN, 1997, 1999;
CALIXTO, 2000, 2001).

1.7 Tratamento Farmacoldgico da Dor

Os analgésicos periféricos sédo representados pelos anti-inflamatorios néo-
esteroidais (AINES), também conhecidos por analgésicos nao-opidides, e sao uteis
no tratamento da dor, febre, inflamacéo, e para inibicdo da agregacdo plaquetéria.
Embora sejam menos eficazes do que os opidides no alivio da dor, eles ndo causam
tolerancia nem dependéncia. O mecanismo de acdo dos anti-inflamatérios nao-
esteroidais tradicionais envolve o bloqueio da producdo de prostaglandinas pela
inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX) no local da lesdo, diminuindo, assim, a
formacédo de mediadores da dor no sistema nervoso periférico (WELCH; MARTIN,
2005).

Os analgésicos periféricos sdo representados pelos AINEs e estédo entre os
agentes terapéuticos mais largamente utilizados, incluindo uma variedade de
drogas, de diferentes classes quimicas (acidos salicilicos, como o AAS; &cidos
propiénicos, como o ibuprofeno; acidos acéticos, como a indometacina; fenamatos,
como o acido mefenamico; &cidos enodlicos, como o piroxicam; derivados
pirazolinicos, como a dipirona e o celecoxibe, entre outras (RANG et al., 2012). O
principal mecanismo da acgéo anti-inflamatoéria, analgésica e antipirética dos AINEs é
a inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX), que culmina na diminuicdo da sintese de
prostaglandinas (VANE, 1971; VANE; BOTTING, 1987; VANE, 1994,
CHANDRASEKHRARAN et al., 2002; WELCH, MARTIN, 2005).

Segundo Griffin e Woolf (2009), os AINES afetam as vias da dor por, pelo
menos, trés mecanismos diferentes. Em primeiro lugar, as prostaglandinas reduzem
o limiar de ativacdo nas terminacbes periféricas dos neurbnios nociceptores
aferentes priméarios, diminuindo a hiperalgesia inflamatéria e anodinia
(insensibilidade a dor). Em segundo lugar, os AINEs diminuem o recrutamento de
leucdcitos e, consequentemente, a producdo de mediadores inflamatoérios derivados
dos leucocitos. Por ultimo, os AINEs atravessam a barreira hematoencefalica e
impedem a geragdo de prostaglandinas que atuam como neuromoduladores

produtores de dor no corno dorsal da medula espinhal.
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Os opioides possuem destacada acao central, desencadeando potente
analgesia associada a depressao das fungbes neurovegetativas e da consciéncia.
Somam-se a essa potente acdo analgésica as caracteristicas sedativa e hipnética, a
tendéncia a produzir dependéncia psiquica e fisica e a producdo de tolerancia
(OLIVEIRA, 2003; GILBERT et al., 2004). Eles estdo envolvidos tanto em
componentes ascendentes quanto descendentes da modulagcdo da dor
(STAMFORD, 1995).

Existem trés tipos principais de receptores: opioides p (mu), K (kappa) e d
(delta). Eles estdo presentes no hipotalamo, substancia cinzenta periaquedutal, no
corno dorsal da medula e nos nervos aferentes periféricos (STAMFORD, 1995;
HOLDEN et al., 2005). O receptor p opioide é foco nos estudos de dor, pois sua
ativacdo € necessaria para a acdo da maioria dos analgésicos potentes (FIELDS,
2007).

Os opioides promovem a analgesia através de diversos mecanismos, dentre
eles, a ativacao das vias descendentes e a inibicdo da transmissédo no corno dorsal
(DELEO, 2006). Tanto os terminais aferentes primarios quanto os neurdnios de
segunda ordem, no corno dorsal da medula, apresentam receptores y e & opioides.
O mecanismo de acdo dessas substancias no processo nociceptivo ocorre pela
interacdo com receptores opioides, levando ao fechamento dos canais de Ca?'
voltagem-dependentes nas terminacfes nervosas présinapticas, o que reduz a
liberacdo de neurotransmissores. Além disso, a ativacdo desses receptores leva a
ativacdo de canais de K*, produzindo hiperpolarizacdo da membrana celular de
neurdnios pds-sindpticos no corno dorsal e reduzindo a liberagcdo de
neurotrasmissores, a exemplo da substancia P (DICKENSON, 1997; MACHELSKA
et al., 2002; GRAEFF; FIELDS, 2001).

Essas acfes dos opioides no corno dorsal contribuem para a eficacia clinica
de agonistas u opioide, como a morfina. H4 também evidéncias de que os opioides
inbbem a descarga de terminacbes aferentes nociceptivas na periferia,
particularmente sob condicdes de inflamagdo, e aumenta a expressdo dos
receptores opioides pelos neurbnios sensitivos (OBARA et al., 2007; RANG et al.,
2012).

Ha também farmacos que atuam como adjuvantes na terapia da dor, ou
seja, atuam como analgésicos em determinadas circunstancias, ndo possuindo

indicacdo analgésica primaria. Os principais grupos dessa classe englobam
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antidepressivos, anticonvulsivantes, ansioliticos e antipsicéticos (REITAN, 1996;
BRAINER-LIMA, 1997).

Os antidepressivos exercem dois papéis distintos no tratamento da dor. O
primeiro refere-se a situacdes em que nao se obtém o alivio da dor com o uso de
analgésicos comuns (acido acetilsalicilico, paracetamol, morfina), ou quando esse
alivio associa-se a graves reacdes adversas. O segundo papel da farmacoterapia
com antidepressivos esta na sua utilizacdo para o tratamento da dor crénica, como
coadjuvante a analgésicos convencionais. Observa-se isso, particularmente, em
pacientes com dor neoplasica multilocalizada, melhorando seu sono (McQUAY,
1997).

Os antidepressivos triciclicos sao analgésicos adjuvantes efetivos em
algumas condi¢Bes dolorosas, tendo papel importante no alivio da dor crénica. O
efeito deles é distinto daquele empregado nos distarbios do humor, sendo indicados
principalmente no tratamento da dor neuropatica. O mecanismo de acdo dos
antidepressivos como analgésicos ainda ndo estd bem esclarecido. A explicacao
padrdo é que eles agiriam em areas cerebrais moduladas pela serotonina e pela
noradrenalina, as quais transmitem o estimulo doloroso pela medula espinhal
(McQUAY, 1997; MORAES; CAMARGO, 1999).

Outra classe de farmacos analgésicos adjuvantes sdo os anticonvulsivantes,
efetivos no tratamento de dores crbnicas, a exemplo da carbamazepina, da
gabapentina, do clonazepam e do valproato de sodio, sendo estes dois Ultimos Gteis
na profilaxia da enxaqueca (McQUAY, 1995; ROTHROCK, 1997; MORAES;
CAMARGO, 1999).

Além dos antidepressivos, 0s anticonvulsivantes também tém sido utilizados
no tratamento da dor neuropética. A carbamazepina € usada para o tratamento de
dor neuropatica, especialmente neuralgia do trigémeo, uma doenca relativamente
comum, que é caracterizada por dor severa e aflitiva nas lesdes orais e maxilo-facial
(BACKONJA, 2002; JENSEN, 2002). O uso desse farmaco, todavia, pode
frequentemente produzir efeitos adversos, incluindo tonturas, sonoléncia, anomalias
ao andar e alteracdes hematoldgicas (BACKONJA, 2002; JENSEN, 2002). Além
disso, o uso cronico de carbamazepina induz sistemas enzimaticos microssomais, 0
que reduz efetivamente sua eficacia analgésica (BENEDETTI et al., 2005). No
estudo feito por Aoki et al. (2006), ficaram evidéncias de que a combinagcédo de
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carbamazepina e antidepressivos pode produzir efeitos terapéuticos clinicamente
desejaveis no controle da dor.

Os glicocorticoides sdo potentes inibidores do processo inflamatério, mas
também possuem outras acdes que o0s colocam neste grupo de adjuvantes. As
acOes analgésicas e anti-inflamatdrias dos glicocorticoides sé@o atribuidas a acao
inibitéria da atividade da fosfolipase A, (PLA,). O &cido aracdodnico é formado a partir
de fosfolipidios de membrana, pela acdo dessa enzima, com consequente ativacao
da producédo de prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos. Os anti-inflamatorios
esteroides inibem a fosfolipase A, indiretamente através da inducao da liberacéo de
uma proteina inibitéria da PLA,, identificada como lipocortina 1 (MILLAN, 1999).

Outro mecanismo de acdo dos glicocorticoides é através da ligacdo a
receptores citoplasmaticos para glicocorticoides que regulam a transcricao de alguns
genes de resposta primaria, como 0s que expressam a COX-2 e a Oxido nitrico
sintase (BARNES; ADOKC, 1993; VANE; BOTTING, 1995). Esse complexo é
também capaz de promover a inibicdo da transcricdo de um grande numero de
citocinas envolvidas na inflamacdo cronica, destacando-se principalmente a
interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) (FERREIRA, 1995;
FLOWER; ROTHHWELL, 1994; ADAMS; NASH, 1996).

Os ansioliticos sdo adjuvantes no tratamento da dor, por atuarem reduzindo
a ansiedade, a insbnia e também promovendo relaxamento muscular. Os
antipsicoticos, por sua vez, atuam com funcdes analgésicas através de mecanismos
de modulacdo da dor que levam a diminuicdo da excitabilidade neuronal,
proporcionando sedacdo e analgesia (SAKATA; GOZZANI, 1994; TEIXEIRA et al.,
1999; LIRA, 2001).

1.8 Hidantoinas (Imidazolidina - 2,4 - Diona)

O anel heterociclico esta presente na estrutura quimica de aproximadamente
62% dos farmacos de origem sintética (BARREIRO; FRAGA, 2008). Dentre esses,
merecem destaque os derivados da hidantoina. Também denominada de 2,4-
dicetotetrahidroimidazol, 2,4-dioxoimidazolidina ou imidazolidina-2,4-diona, a
hidantoina, foi sintetizada, pela primeira vez, por Baeyer em 1861, durante seus
estudos sobre o acido udrico (apud FINKBEINER, 1965). A sintese de novas

hidantoinas é amplamente empregada em virtude da reatividade de seu sistema
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anelar e por suas propriedades biolégicas, quais sejam: anticonvulsivante,
cicatrizante, miorrelaxante, antimicrobiana, antitumoral e esquistossomicida
(OLIVEIRA, et al., 2008).

ModificagBes estruturais desse anel, portanto, sdo de grande interesse em
virtude de sua vasta aplicabilidade. Dentre as hidantoinas utilizadas no Brasil, estdo
a fenitoina e a nitrofurantoina, ambas presentes na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (BRASIL, 2010) e na Lista de Medicamentos Essenciais
da OMS (WHO, 2010).

A fenitoina (Hidantal®) (Figura 4) € a hidantoina mais conhecida, sendo
empregada como farmaco de primeira escolha no tratamento de crises epilépticas
parciais e generalizadas do tipo tdnico-clénica, mas contraindicada nas crises de
auséncia. Seu mecanismo de acdo envolve o blogueio dos canais se Na'
dependentes de voltagem, com maior afinidade por aqueles que se encontram no
estado inativado, impedindo, assim, que esses canais possam retornar ao estado de
repouso, necessarios para a geracdo de novos potenciais de acdo (RANG et al.,
2012).

Figura 4: Estrutura da Fenitoina (5,5 - difenil - imidazolidina
- 2,4-diona)

A nitrofurantoina (Macrodantina®) (Figura 5) é utilizada como agente
antibacteriano no tratamento de infeccdes do trato urinario, sendo eficaz contra
diversas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, raramente causando
resisténcia (RANG et al., 2012).
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Figura 5: estrutura quimica da nitrofurantoina (1-[(5-nitrofuran-
2- yl)methylideneaminolimidazolidine-2,4-dione)

O dantroleno, uma hidantoina com propriedade relaxante muscular, € o
anico farmaco eficaz no tratamento da hipertermia maligna, uma desordem
hereditaria rara e potencialmente fatal, em que a habilidade do reticulo
sarcoplasmatico sequestrar o Ca?* do citoplasma se apresenta prejudicada em
virtude de mutagcBes no gene que codifica o receptor rianodina. O mecanismo de
acao do dantroleno envolve o bloqueio desses receptores (TAYLOR, 2005; WHITE;
KATZUNG, 2008).

Um neurotransmissor encontrado no cérebro de mamiferos (REIS &
REGUNATHAN, 1998a,b, 1999, 2000), a agmatina (poliamina catiénica formada
pela descarboxilacdo da L-arginina pela arginina descarboxilase), liga-se a uma
série de alvos, como receptores a, adrenérgicos e receptores imidazolidinicos 1 e 12
(HALARIS & PLIETZ, 2007; Li et al., 1994, REGUNATHAN & REIS, 1996). A
agmatina também bloqueia receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e inibe a enzima
oxido nitrico sintase (BERKELS et al., 2004). Devido a sua natureza farmacoldgica
nao seletiva, compreende-se que a agmatina exerce uma ampla gama de efeitos
biologicos, incluindo a modulacdo da dor (HEAD & MAYOROV, 2006;
REGUNATHAN, 2006; WU et al., 2008).

Os efeitos analgésicos da agmatina foram observados através de estudos
pré-clinicos em diferentes modelos de dor, como na dor aguda fasica (ARICIOGLU
et al., 2003; DOGRUL et al. 2006; BHALLA et al., 2011), na dor aguda tonica (ONAL
& SOYKAN, 2001; SANTOS et al., 2005; GADOTTI et al., 2006), na dor inflamatoria
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(FAIRBANKS et al. 2000; PASZCUK et al., 2007) e na dor neuropatica (COURTEIX
et al., 2007).

Estudos recentes realizados por Queiroz (2011), por Carvalho (2011) e por
Salgado (2011) demonstraram, o efeito antinociceptivo do derivado imidazolidinico
IM-3, de nomenclatura quimica 5-(4-etilfenil)-3-fenil-imidazolidin-2,4- diona. Além
disso, o perfil sedativo e antinociceptivo do derivado imidazolidinico IM-7, 5-(4-
isopropilfenil)-3-fenil-imidazolidin-2,4-diona por Carvalho (2011) e o peffil
antinociceptivo da HPA-05, 3-fenil-5-(4-metilfenil)-imidazolidin-2,4-diona.

Diante das atividades apresentadas desses derivados imidazolidinicos,
resolvemos dar continuidade a investigacdo das possiveis propriedades
psicofarmacoldgicas da HPA-05, sendo um composto bastante promissor para o

desenvolvimento de novos farmacos sintéticos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
» Realizar estudos pré-clinicos para identificacdo dos efeitos
psicofarmacoldgicos do derivado Imidazolidinico 3-fenil-5-(4-metilfenil)-

imidazolidin-2,4-diona (HPA - 05), sobre o SNC em modelos murinos.

2.2 Objetivos Especificos

A\

Investigar efeitos anticonvulsivantes utilizando métodos quimicos e fisicos;

» Analisar uma possivel acdo ansiolitica da HPA-05 realizando metodologias
comportamentais classicas;

» Avaliar a acéo antinociceptiva da HPA-05 através da indugdo da dor por
estimulo quimico;

» Investigar a participacdo dos sistemas GABAérgico, noradrenérgico,

colinérgico (muscarinico), glutamatérgico, L — arginina/oxido nitrico,

dopaminérgico e adenosinérgico, além da participacdo dos canais para

potassio ATP, nos mecanismos de antinocicepcédo da HPA-05;

» Avaliar a atividade anti-inflamatéria da HPA — 05 na migracéo de células.



MATERIAL E
METODOS
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Substancia teste (HPA-05)

A substancia sintética imidazolidinica HPA-05 (5-(4-metilfenil)-3-fenil-
imidazolidin-2,4-diona), foi obtida a partir do aminoéacido glicina, utilizada neste
estudo, cordialmente cedida pelo Laboratério de Sintese Organica/CCEN/UFPB, sob
a coordenacao do professor Dr. Petrénio Filgueiras de Athayde-Filho.

A HPA-05 apresenta-se sob a forma de cristais amorfos brancos, com ponto

de fusdo de 198-199°C e sollvel em Tween 80.

3.1.2 Animais

Camundongos (Mus musculus) Swiss, albinos, adultos, machos, pesando
entre 30-40 g, com aproximadamente 3 meses de idade. Os animais foram
provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George do Programa de Pdés - Graduacao
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do Centro de Ciéncias da Saude -
Universidade Federal da Paraiba (PGPNSB/CCS/UFPB).

No Biotério, os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno, mantidos
sob condi¢Bes controladas de temperatura de 21 + 2°C, sem uso de qualquer
medicacdo, tendo livre acesso & racdo (tipo pellets da marca Purina®) e agua

potavel.

3.1.3 Condigbes experimentais

A parte experimental deste projeto foi desenvolvida no laboratério de
Psicofarmacologia Professor Elizaldo A. Carlini e no Biotério Prof. Dr. Thomas
George do Programa de POs - Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do Centro de Ciéncias da Saude - Universidade Federal da Paraiba
(PGPNSB/CCS/UFPB).
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Em todos os procedimentos experimentais, foram utlizados grupos
constituidos de 8 animais e deu-se preferéncia a procedimentos que nao
provocavam sofrimento, além disso, estes testes experimentais foram analisados
previamente pelo CEUA- Comité de Etica no Uso de Animais do CBiotec (Centro de
Biotecnologia) - UFPB, sob a certiddo n° 1105/12.

Os animais foram previamente alojados em outras gaiolas do mesmo material
referido, com, pelo menos, 60 min de antecedéncia a execucao dos testes, visando
minimizar as possiveis alteracbes comportamentais do animal, bem como permitir
uma adaptacdo ao novo ambiente. Os animais foram utilizados uma Unica vez e, em

seguida, eutanasiados por deslocamento cervical.

3.1.4 Farmacos e substancias utilizadas

» Agua destilada (Laboratdrio da Psicofarmacologia PPGPNSB/CCS/ UFPB
— Brasil);

e Atropina (Sigma — E.U.A);

* Bicuculina (Sigma — E.U.A);

* Cafeina (Sigma - E.U.A);

* Carragenina (Sigma — E.U.A);

* Cloreto de sodio (Merck — E.U.A));

e Cloridrato de Morfina (Merck — E.U.A.);

* Dexametasona (Sigma — E.U.A)

* Diazepam (Sigma — E.U.A));

* Etanol (UFPB - Brasil);

* Fenitoina 5% (Sigma — E.U.A));

* Formaldeido 37% (Vetec — Brasil);

e Formalina 2,5 % (Laboratorio da Psicofarmacologia PPGPNSB/CCS/
UFPB — Brasil);

* Glibenclamida (Sigma — E.U.A);

e Glutamato 6,8 pumol (Sigma — E.U.A);

* HPA-05 (Laboratorio de Sintese Orgéanica / DQ/CCEN/UFPB — Brasil);

* loimbina (Sigma — E.U.A);

* MK- 801 0,03 pumol (Sigma — E.U.A);

e Nitrico N® — nitro-L-arginina (L-NOARG) (Sigma — E.U.A)
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* Pentilenotetrazol (PTZ) (Sigma — E.U.A));

* Sulpirida (Sigma — E.U.A);
« Tween 80 (polioxetileno sorbitano monoleato) (Vetec — Brasil).

As doses foram estabelecidas através de experimentos “piloto” e de acordo

com os protocolos ja estabelecidos do Laboratério de Psicofarmacologia Professor

Elizaldo A. Carlini.

As substéancias, foram preparadas imediatamente antes de sua utilizacéo, e a
HPA-05 foi solubilizada em agua destilada adicionada de duas gotas de Tween 80. A
administracao foi realizada via intraperitoneal (i.p.), no volume de 0,1 mL/10 g de

peso de camundongo, com excecao da formalina, glutamato e carragenina, os quais

foram injetados 20 pl por via intraplantar.

Quadro 1: Representacdo das estruturas quimicas das substancias

utilizadas no estudo

Substancia

Estrutura quimica

Atropina

Bicuculina

Cafeina

Carragenina

Cloridrato de morfina
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L- NOARG

Pentilenotetrazol

Sulpirida

Tween 80

3.2 Métodos

3.2.1 Investigacéao da atividade anticonvulsivante

3.2.1.1 Teste das convulsdes induzidas pelo Pentilenotetrazol

Para execucdo desse protocolo, foram utilizados grupos de camundongos
(n=8), divididos em grupos experimentais (doses 50, 100 e 200 mg/kg da HPA - 05),
grupo controle (veiculo) e grupo padrao (diazepam, na dose de 2 mg/kg), sendo que
todas as administracbes aconteceram pela via i.p. Apés 60 minutos da
administracdo das substancias, todos os grupos foram submetidos aos efeitos do
PTZ na dose de 60 mg/kg, por via ip. Imediatamente foram observados, durante um
periodo de 20 minutos, 0s seguintes parametros: laténcia para o animal entrar em
convulsdo, isto €, o tempo decorrido desde a administragdo do PTZ até o
aparecimento da primeira convulsdo, a duragdo das crises e 0 numero de mortes
(VELISEK et al., 1991).
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3.2.1.2 Teste das convulsdes induzidas pelo Eletrochoque Auricular Maximo

Nesse experimento foram utilizados grupos de 08 camundongos: Os grupos
experimentais receberam as doses de 50, 100 e 200 mg/kg da HPA - 05, o grupo
controle recebeu agua e duas gotas de Tween 80 e o grupo padrdo recebeu
fenitoina na dose 25 mg/kg, via ip. Apdés 60 minutos, todos os animais foram
submetidos a um choque auricular de 150 pulsos/segundos e com duracdo de 0,5
segundo (Eletroestimulador ECT UNIT 7801). Os principais parametros observados
foram: 0 nimero de animais que apresentam convulsdes tdnicas, o registro de
mortes e o0 tempo de flexdo e a extensédo das patas (TORTORIELLO; ORTEGA,
1993).

3.2.2 Investigacdo da atividade ansiolitica

3.2.2.1 Teste do labirinto em cruz elevado

Para este experimento foram utilizados grupos de 08 camundongos machos,
divididos em experimentais nas doses de 50, 100 ou 200 mg/kg, ip. (substancia
teste), veiculo (controle) e padrdo (diazepam 1,0 mg/kg, via i.p.). Cada animal foi

submetido individualmente ao aparelho apenas uma vez, por 5 minutos.

3.2.3 Avaliagéo da atividade antinociceptiva

3.2.3.1 Teste da formalina

Grupos de camundongos (n = 8 machos) receberam via i.p., 0s seguintes pré-
tratamentos: veiculo (grupo controle), os grupos experimentais nas doses de 50, 100
ou 200 mg/kg, i.p. e a morfina 10 mg/kg, i.p. (grupo padréao). Apds 30 minutos, 20 uL
de solucédo de formalina 2,5%, que consiste em 0,92% de formaldeido em solugéo
salina, foram injetados na regido subplantar da pata posterior direita dos
camundongos. Em seguida, esses animais foram colocados nas caixas de

observacéo, sendo, entéo, registrado o tempo total de lambida da pata que recebeu
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a formalina durante 5 minutos (12 fase). Apés um periodo de 10 minutos, hovamente

foi contabilizado o parametro citado por mais 15 minutos (22 fase).

3.2.4 Avaliacdo dos mecanismos de acao

3.2.4.1 Participacéo dos canais de K*atp

Na tentativa de investigar o papel dos canais de K'arp na antinocicepgéo
causada pela HPA - 05, os camundongos (n=8) foram pré-tratados com a
glibenclamida (bloqueador dos canais de K'atp, 10 mg/kg, i.p.) e, quinze minutos
depois, receberam a HPA - 05 (200 mg/kg,i.p.). Apés quinze minutos da
administracdo da glibenclamida e uma hora do tratamento com a HPA-05, foram
injetados 20 pL de solucéo de formalina 2,5 % na pata direita do animal, para

avaliacdo do comportamento nociceptivo.

3.2.4.2 Participacédo do sistema GABAérgico

A fim de evidenciar o envolvimento do sistema GABAérgico na acédo
antinociceptiva da HPA - 05, os animais (n=8) foram pré-tratados com a bicuculina
(antagonista GABAa, 1 mg/kg, i.p.) quinze minutos antes da administracdo da HPA -
05 (200 mg/kg, i.p.). Apbés quinze minutos da administracdo da bicuculina e uma
hora do tratamento com a HPA-05, foram injetados 20 pL de solucéo de formalina
2,5 % na pata direita do animal, para avaliagcdo do comportamento nociceptivo.

3.2.4.3 Participacdo do sistema noradrenérgico

Diferentes grupos de animais (n=8) foram pré - tratados com o antagonista
dos receptores noradrenérgicos a, a ioimbina (1 mg/kg. i.p) e, 15 min depois, foram
tratados com a HPA - 05 (200 mg/kg, i.p.) ou veiculo (controle). Ap6s uma hora do
tratamento com a HPA-05, injetaram-se 20 pL de solucdo de formalina 2,5 % na pata

direita do animal, para avaliagdo do comportamento nociceptivo.
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3.2.4.4 Participacgédo do sistema Colinérgico - muscarinico

A fim de se avaliar a participacdo das vias descendentes inibitérias
colinérgicas-muscarinicas, camundongos (n=8) foram pré-tratados com atropina
(antagonista ndo-seletivo dos receptores muscarinicos; 0,1 mg/kg; i.p.) e, apés 15
min, com a HPA - 05 (200 mg/kg; i.p.) ou veiculo (controle). Decorridos 60 min.

desse ultimo tratamento, os animais foram submetidos ao teste da formalina 2,5%.

3.2.4.5 Participacao do sistema Glutamatérgico

Na tentativa de se obter evidéncias mais diretas a respeito da interacdo da
HPA - 05 com os receptores glutamatérgicos, os animais (n=8) receberam HPA - 05
nas trés doses (50, 100 e 200 mg/kg) ou o veiculo (controle) e uma injecdo de uma
solucédo de glutamato (6,8 umol) subplantar (20uL), e 60 min apds os tratamentos,
foi observado o tempo de lambida da pata. Um dos grupos foi pré-tratado com o
antagonista dos receptores N - metil - D - aspartato (NMDA) e o alfa - amino - 3 -
hidréxido - 5 - metil - 4 - &cido isolepropionico (AMPA) - receptores
ionotrépicos ativados pelo glutamato, o MK 801 (0,03 umol, i.p), e, apds 15 min, foi
admistrada a solucdo do glutamato, também se observando o tempo de lambida da

pata.

3.2.4.6 Participacdo do sistema L-arginina/éxido nitrico

Para avaliar se parte da atividade antinociceptiva apresentada pela HPA -05
envolve a inibicdo da via L-arginina/oxido nitrico, os camundongos foram pré-
tratados com L-arginina (substrato para a enzima sintase do éxido nitrico; NOS; 100
mg/kg, i.p.) e, apdés 15 min, com a HPA - 05 (200 mg/kg, i.p) ou veiculo (controle),
ou com o inibidor da NOS, N* — nitro-L-arginina (L-NOARG, 50 mg/kg, i.p.).
Decorridos 60 min do ultimo tratamento, os animais foram submetidos ao teste da

formalina.

3.2.4.7 Participacao do sistema Dopaminérgico
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A fim de evidenciar o envolvimento do sistema dopaminérgico na acao
antinociceptiva da HPA - 05, os animais foram pré-tratados com a sulpirida
(antagonista dos receptores D, dopaminérgicos, 20 mg/kg, i.p.) quinze minutos antes
da administracdo da HPA - 05 (200 mg/kg, i.p.). Apdés quinze minutos da
administragao da sulpirida e uma hora do tratamento com a HPA-05, foram injetados
20uL de solucdo de formalina 2,5% na pata direita do animal, para avaliacdo do

comportamento nociceptivo.

3.2.4.8 Participacgdo do sistema Adenosinico

Para avaliar se a atividade antinociceptiva da HPA - 05 ocorre através do
sistema adenosinico, os animais foram pré-tratados com a cafeina (10 mg/kg, i.p.)
quinze minutos antes da administracdo da HPA - 05 (200 mg/kg, i.p.). ApOs quinze
minutos da administracdo da cafeina e uma hora do tratamento com a HPA-05, foi
injetado uma solucédo de formalina 2,5% na pata direita do animal, para avaliacdo do

comportamento nociceptivo.

3.3 Estudo da Atividade Anti-inflamatoéria

3.3.1 Peritonite induzida por carragenina (Cg)

A carragenina foi utilizada como estimulo, para produzir uma resposta
inflamatoria aguda na cavidade peritoneal em camundongos apés 4 h, com grande
namero de leucdcitos no exsudato. Para avaliar a possivel atividade da HPA-05 no
recrutamento de leucécitos para a cavidade peritoneal, foram utilizados cinco grupos
de camundongos machos (n=8).

Os animais foram pré-tratados por via i.p. com o veiculo, HPA - 05 (50, 100 e
200mg/kg, i.p) ou dexametasona (0,5 mg/kg), por via subcutanea (s.c.). Apos 30
minutos, 0os animais receberam carragenina 1% por via i.p. (Cg; 500 ug/cavidade),
dissolvida em 0,5 mL de salina estéril. A migracao de neutrofilos foi avaliada 4 horas
apos a injecdo de Cg. Para tanto, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical, anteriormente anestesiados. Em seguida, as células presentes na cavidade

peritoneal foram coletadas através de lavagem, injetando-se 3,0 mL de salina
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contendo 5 Ul/mL de heparina. Os abdomens dos animais foram levemente
massageados, e, através de uma incisdo, foram coletados os fluidos peritoneais,
utilizando-se uma pipeta de Pasteur de plastico.

A contagem total dos leucdcitos foi realizada conforme descrito por Souza e
Ferreira (1985). Nesse procedimento, o fluido coletado de cada animal foi diluido no
reagente de Turk (1:40) e, posteriormente, usado para a contagem global de

leucdcitos em camara de Neubauer. Os resultados foram expressos como as medias

dos nameros de leucdcitos totais (x 106/mL) de cada grupo experimental.

A contagem diferencial de leucdcitos € um dos principais parametros de
avaliacdo da resposta inflamatéria (PORFIRE et al., 2009). Diante disso, 100uL de
uma solucéo diluida (1:10) do lavado peritoneal, posteriormente, foram centrifugados
em uma citocentrifuga a 1500 rpm, por 15 minutos, para obtencdo das laminas. As
células foram coradas com a coloracdo de May-Gruanwald-Giemsa, e a contagem

diferencial foi realizada com objetiva de 100X.

3.4 Anélise Estatistica

Os resultados deste estudo foram analisados através do programa Graph Pad
Prism 5.0 (GraphPad Sotware Incorporated, San Diego, USA). Para dados que
seguem a frequéncia de distribuicdo normal, foram utilizados métodos paramétricos
de analise estatistica, ANOVA (para mais de trés amostras), seguido do teste de
Dunnett ou Bonferroni para comparacdo entre as médias. Os resultados foram
expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m), sendo os resultados

considerados significativos quando apresentaram valores de p < 0,05.
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Figura 6: Fluxograma dos procedimentos para avaliacdo dos efeitos psicofarmacologicos da HPA-05

em camundongos via intraperitoneal.
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4 RESULTADOS

4.1 Investigacao da Atividade Anticonvulsivante

4.1.1 Teste das convulsdes induzidas pelo Pentilenotetrazol

Durante os testes das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol, observou-
se que todos os grupos de animais apresentaram convulsdes dos tipos clbnica e
tbnico/clénica. Ao mesmo tempo, observou-se uma reducdo do percentual de
animais que apresentaram convulsdes tonico/clénicas dos que receberam o
tratamento com a HPA - 05 nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, via i.p, quando
comparados com o grupo controle, como observado na Tabela 1. Nao foi observada

nenhuma morte nas doses e via testada.

Tabela 1: Efeito da HPA - 05 sobre o tipo de convulsdo no teste das quimioconvulsbes
induzidas pelo Pentilenotetrazol em camundongos

Tipo de convulséao
Tratamento _ 40 _
mg/Kg Clénica Ténico/cldénica
(%) (%)
Veiculo 100 30
HPA - 05
50 100 15
HPA - 05
100 100 5
HPA - 05
200 100 1
Diazepam 0 0

(%) representa o numero de animais que apresentaram a convulsao.

O tratamento com a HPA - 05 nas doses de 100 (295 + 12,2 s) ou 200 mg/Kg
(412,5 + 32,4 s), via i.p da HPA — 05, aumentou (p<0,05) a laténcia para o inicio de
convulsdes induzidas quimicamente pelo PTZ em comparagdo com o grupo controle
negativo, no qual administrou-se apenas o veiculo (99,3 +17,8s), utilizando o

diazepam na dose de 2mg/kg (825 + 64,8 s) como controle positivo (Grafico 1).
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Gréfico 1: Efeito da HPA - 05 na laténcia para a primeira convulsdo durante o
teste das convulsdes induzidas pelo PTZ. *p<0,05. [Cada coluna representa
média  e.p.m (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Bonferroni)].

4.1.2 Teste das convulsdes induzidas pelo Eletrochoque Auricular Maximo

57

Na tabela 2, pode-se observar que todos os animais (n=8) apresentaram

convulsdo tonica, ao serem submetidos ao teste de convulsbes induzidas pelo

Eletrochoque auricular, tanto no grupo controle negativo (veiculo) quanto nos animais

tratados na dose de 50 mg/ Kg, via i.p. Os grupos tratados nas doses de 100 e 200

mg/Kg, via i.p, apresentaram 37%

(n=8) de convulséo tonica. Observou-se a

auséncia de mortalidade até 48 horas apoés a realizacdo do experimento em todos 0s

grupos testados.
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Tabela 2: Efeito da HPA -05 sobre o tipo de convulsdo e mortalidade no teste das
convulsdes induzidas pelo Eletrochoque auricular

% de animais que
Tratamento apresentaram % de mortes
(mg/Kg, i.p.) convulsao (até 48 horas)
tonica
VEICULO 100 0
50 100 0
100 37,5 0
200 37,5 0
Fenitoina
o5 0 0

Os efeitos da HPA-05 nas doses de 50 (17,6 + 0,9 s), 100 (6,3 + 3,1 s) ou 200
mg/Kg (4,6 + 2,3 s), sobre as convulsdes induzidas pelo eletrochoque em
camundongos (n=8), estdo representados no Grafico 2. Observou-se nos
tratamentos com as doses de 100 e 200 mg/Kg um efeito protetor da HPA - 05
guando comparado ao grupo controle negativo (16,3 + 0,5 s). A fenitoina, droga
padrdo, na dose de 25 mg/kg, protegeu os animais das convulsdes induzidas pelo
eletrochoque auricular devido a diminui¢do na duracao das convulsées (0,4 + 0,2s).

201
&3 Veiculo, i.p
— — & 50mg/Kg, i.p
157 & 100mg/Kg, i.p
@ 200mg/Kg, i.p
= @l Fenitoina, i.p

6]
1

Duracao das convulsdes (s)
H
o
L

o

HPA -05

Gréfico 2: Efeito da HPA - 05 sobre as convulsdes induzidas pelo
eletrochoque auricular maximo. *p<0,05. [Os valores estdo expressos em
meédia = e.p.m. ANOVA “one-way” seguido Teste de Bonferroni)].
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4.2 Investigacado da Atividade Ansiolitica

4.2.1 Teste do labirinto em cruz elevado

O tempo de permanéncia e o nUmero de entrada nos bracos fechados nos
animais tratados com a HPA-05 nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, via i.p, ndo
interferiram de maneira significante, no numero de entradas e o0 tempo de
permanéncia nos bracos fechados, quando comparados com o0s do grupo controle
negativo.

Os resultados apresentados nos graficos 3 e 4 demonstram que 0s animais
tratados com as doses de 50, 100 e 200 mg/Kg , via i.p, ndo apresentaram
alteracdes significativas no numero de entradas e no tempo de permanéncia nos

bracos abertos quando comparados ao controle negativo (8,7 + 0,7; 25,4 + 5,2s).

6-
&3 Veiculo, i.p
& 50mg/Kg, i.p
4- _I_ &= 100mg/Kg, i.p
@ 200mg/Kg, i.p
@ Diazepam, 1 mg/kg, i.p

Namero de entradas nos
bracos abertos

HPA -05

Gréfico 3: Efeito da HPA - 05 sobre o niumero de entradas nos bracos
abertos no teste do Labirinto em Cruz Elevado. [Os valores estdo expressos
em média = e.p.m. ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Bonferroni].
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Gréfico 4: Efeito da HPA - 05 sobre o tempo de permanéncia nos bragos
abertos no teste do Labirinto em Cruz Elevado.*p<0,05. [Os valores estéao
expressos em média + e.p.m. ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de
Bonferroni].

4.3 Mecanismos de Acédo da Atividade Antinociceptiva

4.3.1 Participagdo dos canais de K*atp

Pode-se observar nos graficos 5 e 6, que os camundongos tratados com HPA
- 05 (200 mg/kg, i.p) apresentaram uma diminuicdo na resposta a dor na primeira
(37,3 + 8,9s) e na segunda fase (92 + 24,4s), quando comparados ao grupo
controle negativo (96,1 + 15,6s e 222,8 + 27,4 s, respectivamente).

No grupo de animais que recebeu apenas a glibenclamida (10 mg/kg, i.p.),
nao foi observada qualquer alteracdo no tempo de lambida da pata em nenhuma das
fases (12 fase - 94,38,1 + 7,7s e 22 fase - 194,9 + 17,7s), em relacdo ao grupo
controle. O pré-tratamento com glibenclamida nos animais que, posteriormente,
receberiam a HPA - 05 apresentou uma inibicao de 60,2% (57,88 = 3,7s) e 77,3%
(172,5 + 24,65s).
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Gréfico 5: Efeito do pré-tratamento com glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcdo causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), na primeira fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05 versus grupo
controle. #p<0,05 versus HPA-05].
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Gréafico 6: Efeito do pré-tratamento com glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcado causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), na segunda fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05 versus grupo
controle; #p<0,05 versus HPA-05].

4.3.2 Participagado do sistema GABAérgico

Na primeira fase do teste da formalina, os camundongos tratados com HPA -
05 (200 mg/Kg, i.p) causaram uma diminui¢cdo no tempo de lambida da pata (60,3 =
8,1s), em relacéo ao grupo que recebeu apenas a formalina (140,0 £ 15,9s). O grupo

de animais pré-tratados com a bicuculina (1mg/kg), quinze minutos antes da
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administracdo da HPA-05, aumentou o efeito antinociceptivo da substéancia em
estudo (56,3 + 9,7s) quando comparado ao grupo controle negativo (Gréfico 7).
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Grafico 7: Efeito do pré-tratamento com a bicuculina (1 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcdo causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), ha primeira fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05 versus grupo
controle].

Os resultados da segunda fase da formalina evidenciam que o tratamento
com a HPA - 05 também resultou em uma reducdo no tempo de lambida da pata
(154,4 + 17,9), quando comparado ao grupo controle negativo (228,1 + 19,7). O
grupo que recebeu o antagonista GABAérgico e, posteriormente, a HPA - 05
apresentou um aumento no comportamento antinociceptivo (28,5 = 8,8), em

comparacao com o grupo que recebeu apenas a HPA-05 (Grafico 8).



MAIA, A.K.H.L. 63

~ 3001
£ 3 Veiculo, i.p
©
g - @8 HPA- 05 (200 mg/kg), i.p
S 200 @@ Bicuculina (1mg/kg), i.p
s &3 Bicuculina+ HPA-05, i.p
2
S
s
) 100-
©
o
o
E
Q
=0 T
HPA-05

Grafico 8: Efeito do pré-tratamento com a bicuculina (1 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcado causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), na segunda fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05 versus grupo
controle. #p<0,05 versus Bicuculina + HPA-05].

4.3.3 Participacado do sistema noradrenérgico

Os resultados mostrados nos graficos 9 e 10 revelam que os camundongos
tratados com a HPA - 05 (200mg/Kg, i.p), nas duas fases do teste da formalina,
reduziram o tempo de lambida da pata (12 fase - 53,1+ 6,8s e 22 fase - 1159 *
24,5s) quando comparados ao grupo controle (12 fase - 94,7 + 13,3s e 22 fase -
230,3 £ 29,7s).

Os grupos foram inicialmente tratados com a ioimbina (1mg/kg) e,
posteriormente, a HPA - 05, nao foi capaz de reverter o comportamento
antinociceptivo (12 fase - 53,7 + 9,8 e 22 fase - 28,5 + 8,8), em comparagcdo com o
grupo que recebeu apenas a HPA-05 (12 fase - 53,1+ 6,8 e 22 fase - 115,9 £ 24,5).
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Grafico 9: Efeito do pré-tratamento com a ioimbina (1 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcdo causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), na primeira fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05 versus grupo
controle].
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Gréfico 10: Efeito do pré-tratamento com a ioimbina (1 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcdo causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), ha segunda fase
do teste da formalina. Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05 versus grupo
controle; #p<0,05 versus loimbina+ HPA-05.

64
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4.3.4 Participacgéo do sistema Colinérgico - muscarinico

Conforme os dados apresentados nos graficos 11 e 12, os camundongos
tratados com a HPA - 05 (200mg/Kg, i.p), nas duas fases do teste da formalina,
reduziram o tempo de lambida da pata (12 fase - 51,5t 6,1s e 22 fase - 1159 *
24,5s) quando comparados ao grupo controle negativo (12 fase - 94,7 + 13,4s e 22
fase - 230,3 £ 29,8s).

O pré-tratamento com atropina (12 fase - 51,3+ 7,2s e 22 fase - 90,6 £ 19,7s)
nao reverteu o efeito antinociceptivo da HPA - 05 em nenhuma das fases da

nocicepc¢ao induzida por formalina.
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Grafico 11: Efeito do pré-tratamento com a atropina (0,1 mg/kg, i.p.) na
antinocicepgao causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), na primeira fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05 versus grupo
controle].
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Gréafico 12: Efeito do pré-tratamento com a atropina (0,1 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcao causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), na segunda fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05 versus grupo
controle].

4.3.5 Participacao do sistema Glutamatérgico

O pré-tratamento dos animais com a HPA -05 nas doses de 50, 100 e 200
mg/Kg, i.p, nao evidenciaram uma reducdo significante no tempo de lambida da
pata (146,9+ 22,1s; 170,0 £ 22,3s; 167,6 £ 25,3s) respectivamente, em relacdo ao
grupo controle (178,9 + 27,8s) (Gréfico 13).
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Gréfico 13: Efeito do pré-tratamento com a HPA - 05 (50, 100 e 200
mg/Kg, i.p), no teste do Glutamato. [Cada coluna representa média + e.p.m
(n=8).*p<0,05. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. ANOVA
“‘one-way” seguido pelo Teste de Dunnett].
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4.3.6 Participacao do sistema L-arginina/6xido nitrico

Os resultados demonstrados no Grafico 14 sugerem que na primeira fase do
teste da formalina, os camundongos tratados com a HPA - 05 (200 mg/Kg, i.p)
causaram uma diminuicdo no tempo de lambida da pata (37,3 £ 3,0s) em relacdo
ao grupo que recebeu apenas a formalina (77,8 + 3,0s). O grupo de animais pré-
tratados com a L- arginina, quinze minutos antes da administragcdo da HPA - 05,

inibiu a antinocicepcao induzida pela droga em estudo (76,7 £ 12,3s).
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Gréfico 14: Efeito do pré-tratamento com a L- arginina (100 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcdo causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), na primeira fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05; versus grupo
controle; ##p<0,01 versus HPA-05].

Na segunda fase da formalina, os resultados evidenciam que o tratamento
com a HPA - 05 também resultou em uma redug¢do no tempo de lambida da pata
(26,3 £ 12,5s), quando comparado ao grupo controle negativo (202,1 + 44,6). O
grupo que recebeu a L - arginina e, posteriormente, a HPA - 05 apresentou um
comportamento antinociceptivo (27,7 £ 15,9), em comparacdo com O grupo que

recebeu apenas o veiculo (Gréfico 15).
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Gréfico 15: Efeito do pré-tratamento com a L- arginina (100 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcao causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), na segunda fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett).*p<0,05; versus grupo
controle; #p<0,05 versus HPA-05].
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4.3.7 Participacéo do sistema Dopaminérgico

O pré - tratamento dos animais com a sulpirida (20 mg/Kg), um antagonista
dos receptores D, dopaminérgicos, nao reverteu significativamente o efeito
antinociceptivo da HPA - 05 (200 mg/Kg, i.p), em comparacdo ao grupo tratado
apenas com a HPA-05 (37,3 £ 8,9) (Gréfico 16)
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Gréfico 16: Efeito do pré-tratamento com a Sulpirida (20 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcdo causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), ha primeira fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05; versus grupo
controle; #p<0,05 versus HPA-05].
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Os resultados da segunda fase da formalina evidenciam que o tratamento
com a HPA - 05 também resultou em uma reducdo no tempo de lambida da pata
(15,6 % 6,8), quando comparado ao grupo controle negativo (177,0 = 25,1). O grupo
gue recebeu o0 antagonista dopaminérgico e, posteriormente, a HPA - 05 apresentou
uma reduc&o no comportamento antinociceptivo (126,9 + 25,1), em comparagéo com

0 grupo que recebeu apenas a HPA-05 (Gréfico 17).
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Gréafico 17: Efeito do pré-tratamento com a Sulpirida (20 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcdo causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), ha segunda fase
do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05 versus grupo
controle; #p<0,05 versus HPA-05].

4.3.8 Participacao do sistema Adenosinico

De acordo com os dados apresentados no Grafico 18, o pré - tratamento com
a cafeina (10 mg/kg, i.p.), antagonista nao seletivo dos receptores adenosinico foi

capaz de reverter o efeito antinociceptivo produzido pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p.).
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Gréafico 18: Efeito do pré-tratamento com a Cafeina (10 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcdo causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), na primeira da
fase do teste da formalina. [Cada coluna representa média £ e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05 versus grupo
controle; #p<0,05 versus HPA-05].

O pré-tratamento com a cafeina (38,25 + 13,4) ndo reverteu o efeito
antinociceptivo da HPA - 05 na segunda fase da nocicepcédo induzida por formalina
(Gréfico 19).
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Grafico 19: Efeito do pré-tratamento com a Cafeina (10 mg/kg, i.p.) na
antinocicepcdo causada pela HPA - 05 (200 mg/kg, i.p), na segunda da
fase do teste da formalina. [Cada coluna representa média + e.p.m (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett).*p<0,05 versus grupo
controle; #p<0,05 versus HPA-05].
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4.4 Estudo da Atividade Anti-inflamatéria
4.4.1 Peritonite induzida por carragenina (Cg)

A aplicacéo via cavidade intraperitoneal de carragenina induz uma peritonite,
causando migracdo de células. Como mostrado no grafico 20A, a administracao da
carragenina aumentou o nimero de leucécitos totais em 8,8 + 1,4 x 10°/mL mas o
pré-tratamento com a HPA-05 diminuiu a populacéo de leucdécitos nas doses de 100
(4 + 0,6 x 10° leucécitos/mL) e 200 (3 + 0,6 x 10° leucécitos/mL) mg/kg em 45,5% e
34,1% respectivamente. A dexametasona (2 mg/kg, s.c.), droga padrao, inibiu em
36,4% (3,2 + 0,4 x 10° leucécitos/mL) o infiltrado celular. Como esperado também
houve significativa reducdo da migracdo de neutréfilos nos animais tratados com a
HPA - 05 nas doses de 100 (5,6 + 0,3 x 10° leucécitos/mL) e 200 mg/Kg (4,7 + 0,3 x
10° leucécitos/mL) e na dexametasona (4,4 + 0,4 x 10° neutréfilos/mL), utilizada

como padréo. Os dados estdo expostos no grafico 20B.
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Gréfico 20: Efeito da administracdo da HPA — 05 e da dexametasona
(2mgl/kg, s.c.) sobre a migracao de leucdcitos totais (A) e neutrdéfilos (B), na
peritonite induzida por carragenina. [*p<0,05. Os valores estdo expressos
em média + e.p.m. ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett)].
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5 DISCUSSAO

Os fatores que motivaram as pesquisas com o derivado imidazolidinico 3-
fenil-5-(4-metilfenil)-imidazolidin-2,4-diona (HPA-05) consistiram no fato de que
compostos hidantoinicos apresentam diversas atividades farmacoldgicas, incluindo -
se, dentre elas, atividade anticonvulsivante e no tratamento da dor neuropatica,
apresentada pelo farmaco fenitoina. Além disso, a HPA- 05 apresenta similaridade
estrutural com outros compostos desta mesma classe, que, tem demonstrado
possuir atividade antinociceptiva (HARDMAN, 1996; BERTOLUCCI, 2011;
CARVALHO; QUEIROZ, 2011).

Os resultados dos testes preliminares foram realizados por SALGADO (2011),
nos quais se observou que a HPA-05 apresenta baixa toxicidade, uma vez que nao
se pdde determinar a DLsp, visto que a mesma encontrou-se acima da dose maxima
testada (1000 mg/kg). Pode-se constatar a atividade psicofarmacolégica, depressora
e antinociceptiva, do derivado imidazolidinico, a partir da triagem farmacologica
comportamental. Nos testes gerais, para avaliar a agado no sistema nervoso central,
foram realizados, os testes do campo aberto e barra giratéria (Rota-Rod), observou-
se uma possivel atividade ansiolitica e depressora do SNC, pois a HPA-05 néo
interferiu na coordenacdo motora dos animais, descartando-se, assim um possivel
efeito miorrelaxante ou neurotéxico. Para avaliar a atividade antinoceptiva, realizou-
se o teste das contor¢des induzidas pelo &cido acético, teste da placa quente e teste
da formalina, bem como se observou que a HPA-05 apresentou atividade
antinociceptiva e/ou inibiu a liberacdo de mediadores inflamatérios ou citocinas.
ApoOs a confirmacédo da atividade antinociceptiva central da HPA-05, partiu-se para a
investigagdo de um possivel mecanismo de agdo envolvendo este sistema. Para
tanto, os animais foram novamente submetidos ao teste da formalina, onde alguns
grupos receberam o pré-tratamento com o0 antagonista opidide nao-seletivo
naloxona. A dose de 200 mg/kg foi escolhida para a realizagdo dos testes
antinociceptivos pelo fato de que demonstrou um efeito mais pronunciado. Em
relacdo a esta metodologia, verificou-se que em ambas as fases o efeito
antinociceptivo da HPA-05 néo foi revertido pelo bloqueio prévio dos receptores
opibdides, através da naloxona. Sztanke et. al. (2005) relataram que compostos

derivados da molécula 8-aril-3,4-dioxo-2H,8H-6,7-diidroimidazol[2,1-c][1,2,4]triazina,
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tiveram seu efeito antinociceptivo revertido pela naloxona, o que indica uma possivel
participagdo da via opioide nesta resposta. Da mesma forma, apesar de
pertenceram a mesma classe, o derivado HPA-05 inibe a via nociceptiva central por
mecanismos que ndo os opioides. (SALGADO, 2011).

Seguindo-se os estudos de SALGADO (2001), seguiu-se com a investigacao
do possivel mecanismo de acdo da HPA — 05. Foram realizados experimentos para
verificar a participacdo dos canais de K'. Neles se utilizou uma sulfonilureia, a
glibenclamida, muito usada na pratica clinica em pacientes diabéticos. Os efeitos
das sulfonilureias s&o iniciados pela ligacdo e blogueio de um canal de K* sensivel
ao ATP. Desta maneira, a condutancia reduzida ao K* provoca a despolarizacdo da
membrana das células B e influxo de Ca*? através dos canais de Ca*? sensiveis a
voltagem e subseqiiente estimulo da secrec¢io de insulina. Os canais de K* neurais
estdo divididos em quatro classes, de acordo com as suas estruturas e agonistas
especificos: Canais de K* dependente de voltagem (K,), 0s quais aumentam a sua
atividade em estados de despolarizacdo da membrana e sdo importantes
reguladores do potencial de membrana em resposta a estimulos despolarizantes; os
ativados por célcio (Kca) respondem a alteracdes dos niveis de Ca*? intracelular para
regularem o potencial de membrana; Os retificadores de entrada (Kj) parecem
mediar a vasodilatacdo induzida pelo K* extracelular e os canais de K* sensiveis a
ATP (Katp) constituem o alvo de numerosos estimulos vasodilatodores. (GUTMAN et
al., 2003; OCANA et al., 2004).

Os estudos com outros derivados imidazolidinicos tais como: phenotalmine, (-
)-cibenzolina, (+)-cibenzolina, alinidina, oximetazolina, antazolina, midaglizole,
xilometazolina, tramazolina e ST91 (2 -(2,6-dietilphenilamino) -2 - cloridrato de
imidazolina) demonstraram a ndo participacdo dos canais de potassio, corroborando
com o que foi observado nos resultados da HPA - 05 (SAKUTA; OKAMOTO, 1994).

Muitos trabalhos mostram o envolvimento dos receptores GABA na
modulacdo da dor, essencialmente através do sistema inibitério descendente
(MATSUMOTO, 1989; MACDONALD; OLSEN, 1994; TATSUO et al., 1997). Em
condi¢cdes saudaveis, os interneurénios GABAérgios e glicinérgicos servem como
“portas”, controlando a transmissao do sinal nociceptivo da periferia até o sistema
nervoso central (ZEILHOFER; MOHLER; DI LIO, 2009). Estudos recentes sugerem
que um déficit na inibicdo mediada pelo neurotransmissor GABA na medula espinhal

esta relacionado com o surgimento da dor de diversas origens (ZEILHOFER, 2008;
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ZEILHOFER; MOHLER; DI LIO, 2009). Embora haja progresso no desenvolvimento
de novos farmacos, a utilizacéo sistémica de agonistas GABAérgicos é limitada por
efeitos colaterais em outros sistemas que nao estdo envolvidos na dor (JASMIN;
WU; OHARA, 2004; ENNA; MCCARSON, 2006).

Frente a estes dados, avaliou-se a participacdo dos receptores GABAA na
antinocicep¢do mediada pela HPA -05, através da utilizacdo de um antagonista, a
bicuculina. Uma vez bloqueada, a via GABaérgica, pode provocar neuropatias,
devido a perda da inibicdo mediada pelo receptor GABA no mecanismo nociceptivo
(GREEN; DICKENSON, 1997; MALAN; MATA; PORRECA, 2002; BASBAUM; BAUTISTA;
SCHERRER, 2009).

A HPA-05 foi capaz de diminuir o tempo de lambida da pata nas duas fases
do teste da formalina, entretanto esse efeito ndo foi inibido ao administrar a
bicuculina. Esse resultado indica que o efeito antinociceptivo da HPA- 05 ndo é
mediado pelos receptores GABAA. Observou-se também uma reducdo no tempo de
lambida da pata quando a bicuculina foi administrada juntamente com a HPA - 05
nas duas fases do teste da formalina indicando um possivel sinergismo por
potenciacdo entre as duas drogas.

Sinergismo € definido como um tipo de resposta farmacoldgica obtida a partir
da associacdo de dois ou mais medicamentos, cuja resultante € maior do que
simples soma dos efeitos isolados de cada um deles. O sinergismo pode ocorrer
com medicamentos que possuem 0S mesmos mecanismos de acao (aditivo); que
agem por diferentes modos (somacao) ou com aqueles que atuam em diferentes
receptores farmacologicos (potencializacdo). Das associacfes sinérgicas podem
surgir efeitos terapéuticos ou téxicos (NIES; SPIELBERG, 1996; OLGA, 1994).

Em seguida, buscou-se estudar a possivel participacdo da via descendente
inibitérias mais amplamente estudada, a noradrenérgica, na atividade antinociceptiva
da HPA- 05. Essa via desempenha um importante papel no controle do impulso
nociceptivo, atuando de maneira bastante importante na inibicdo da transmissao da
informacao nociceptiva. As projecdes de neurbnios noradrenérgicos ao corno dorsal,
desempenham acfes diversas, pré ou antinociceptivas, através da acdo da
noradrenalina sobre seus receptores, conforme o tipo de receptor ativado e sua
localizagdo. A ativagao dos receptores inibitérios a, pés-sinapticos no corno dorsal
provoca uma reducdo moderada da estimulacdo dos neurbnios de projecao pelas

fibras aferentes primérias, e também uma reducédo na liberacdo de transmissores
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prénociceptivos, como a substédncia P e o glutamato, a partir de seus terminais
(MILLAN et al., 1999).

Desta forma, a ativacdo espinhal destes receptores constitui uma importante
estratégia terapéutica, e agonistas seletivos a, tém sido amplamente utilizados na
clinica (EISENACH, 1994). Em contrapartida, receptores adrenérgicos a; Ss&o
essencialmente excitatérios, dado seu acoplamento positivo a PLC e correntes de
Ca®" e sua acdo inibitéria sobre correntes de K+, e desempenham papel facilitatério
qguando localizados nos neurbnios de projecdo ou nas fibras aferentes primarias.
Porém, esses receptores também apresentam um papel importante na
antinocicepcao espinhal provocada pela noradrenalina, quando localizados em
interneurdnios inibitérios (HOWE et al., 1983).

Os resultados desse estudo demonstraram que os efeitos antinociceptivos
exibidos pela HPA-05, ndo foram revertidos quando a ioimbina foi administrada, em
nenhuma das fases no teste da formalina, indicando que o efeito antinociceptivo da
HPA - 05 ndo se deve a mecanismos adrenérgicos mediados através deste receptor.
Observou-se, no entanto, uma acao sinérgica entre a ioimbina e a HPA-05, pela
reducao significativa do tempo de lambida da pata em ambas as fases no teste da
formalina.

O derivado imidazolidinico HPA - 05 ndo exerce sua agdo antinociceptiva pela
via colinérgica, visto que a administracdo do antagonista muscarinico ndo seletivo, a
atropina ndo reverteu a antinocicepcdo causada pela substancia em estudo.

A acetilcolina participa da via inibitéria descendente como modulador das
respostas supra - medulares. Isto pode ser verificado analisando as alteragdes no
limiar algico de animais submetidos ao teste do Tail flick (WATANABE et al., 2003).

A transcec¢do medular de animais pré - tratados com agonistas colinérgicos
gera uma atenuacdo do limiar nociceptivo (JAIN, 2004). O exato papel da
acetilcolina neste sistema n&do € bem conhecido. Bannon et al. (1998) descreveram
gue o antagonismo do sistema colinérgico pode levar a um efeito antinociceptivo.
Corroborando, portanto, com o que foi observado no nosso estudo.

Quando injetado por via subplantar, o glutamato induz um comportamento
caracteristico de nocicepcdo de rapido inicio e curta duracdo, semelhante aquele
provocado pela formalina, durante a primeira fase (BEIRITH et al., 2002). Este efeito
do glutamato € mediado por receptores glutamatérgicos NMDA (N-metil-D-aspartato)

e nao-NMDA, nos niveis periférico, espinhal e supraespinhal, através de
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mecanismos dependentes da via L- arginina/ 6xido nitrico e da participacdo de
neurocininas e cininas, ativando receptores NK e B2, respectivamente (BEIRITH et
al., 2002).

Os resultados apresentados no presente trabalho mostraram que o pré-
tratamento com a HPA - 05 n&o reduziu a reatividade dos animais, ou seja, o tempo
de lambida da pata. Portanto, a agao antinociceptiva da HPA - 05 ndo envolve a via
glutamatérgica. Entretanto o pré - tratamento com o antagonista dos receptores
ionotropicos do glutamato, MK801, reduziu o tempo de lambida da pata. Além disso,
a utilizacdo de drogas cujo mecanismo de acdo envolve o antagonismo dos
receptores NMDA e inibicdo da sintese de Oxido nitrico pode tornar-se uma
ferramenta terapéutica importante para o tratamento da dor (FAIRBANKS et al.,
2000).

Investigou-se a participacdo do sistema de transmissao L- arginina / 6xido
nitrico na atividade antinociceptiva da HPA -05. Sabe-se que a producdo de Oxido
nitrico esta relacionada com a transmissao nociceptiva, a partir da acao de diversos
mediadores pro-inflamatérios (MILLAN, 1999; 2002). Além disso, a liberagéo
espinhal de 6xido nitrico interfere com a nocicep¢ao em varios niveis de transmissao
e modulagédo desta resposta (MELLER; GEBHART, 1993). Moore et al., (1991)
demonstraram que o inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), L - nitroarginina
(L-NOARG), administrado pelas vias sistémica e central, possui efeito
antinociceptivo em ambas as fases da nocicepc¢ao induzida pela formalina.

O pré-tratamento dos animais com L- arginina foi capaz de reverter o efeito
antinociceptivo demonstrado pela HPA-05, sugerindo que o sistema L- arginina/
oxido nitrico esta diretamente envolvido neste efeito na primeira fase do teste da
formalina. O mesmo resultado néo foi verificado na segunda fase desse teste, onde
observou-se que o pré - tratamento com L-arginina ndo conseguiu reverter a
antinocicepgédo causada pela HPA - 05, apresentando, em vez disso, um efeito
sinérgico com a mesma, reduzindo significativamente o tempo de lambida da pata.

O teste da formalina, que é um teste classico de nocicepcdo € sensivel as
diferentes classes de substancias antinociceptivas. O teste, que consiste na injecao
i.pl. de uma solucdo de formalina, provoca uma resposta comportamental bifasica,
cujos mecanismos fisiolégicos ja foram bastante investigados e descritos (TJGLSEN
et al., 1992). As duas fases da resposta a formalina tém mediacdo quimica e

mecanismos modulatorio distintos, apresentando diferencas marcantes quanto a sua
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sensibilidade as substancias analgésicas (HUNSKAAR; HOLE, 1987; TIGLSEN et
al., 1992; GUY; ABBOT, 1992).

A primeira fase (neurogénica) da nocicepc¢dao inicia-se imediatamente apos a
injecdo de formalina e perdura por cerca de 5 min. Acredita-se que nesta fase ocorra
uma estimulagéo direta dos nociceptores, predominantemente das fibras-C, com a
participagdo da substancia P, glutamato, bradicinina e GABA (KANEKO;
HAMMOND, 1997; SEVOSTIANOVA et al., 2003; SHIBATA et al., 1989; SHIELDS et
al., 2010). Essa fase é sensivel apenas a analgésicos que atuam sobre o SNC
(HUNSKAAR e HOLE, 1987). A primeira fase segue-se um periodo de quiescéncia,
ou interfase, que dura em torno de dez minutos e é resultante da inibicdo ativa da
excitabilidade dos nociceptores (HENRY et al., 1999).

A segunda fase (inflamatoéria) da nocicepcao, que se inicia a partir dos quinze
minutos apos a injecdo de formalina, € resultante de dois componentes: a
sensibilizacdo central dos nociceptores e neurénios de segunda ordem, e a acéo de
mediadores inflamatorios, como a histamina, 5- HT, bradicinina e a prostaglandina,
liberados em decorréncia da lesdo tecidual (TJOLSEN et al, 1992; HOLE;
TIJOLSEN, 1993). Esta segunda fase da nocicepcéo pode ser inibida tanto por anti-
inflamatérios ndo-esteroidais, como por substancias que atuam no SNC
(HUNSKAAR; HOLE, 1987). O teste da formalina produz um estimulo nociceptivo de
carater tbnico e moderado, que persiste por alguns minutos, e do qual o animal ndo
pode se esquivar. Portanto, costuma-se associar este modelo ao que mais se
assemelha a condicdo clinica de dor, sendo um modelo Util para a investigacdo de
farmacos analgésicos em potencial (TJJLSEN et al., 1992).

Dentro deste contexto, os resultados mostraram que o pré-tratamento com a
HPA - 05 juntamente com a L-arginina, i.p., inibindo a primeira fase da formalina
sugerem que a antinocicepcdo causada pela HPA -05 estaria atuando em
mecanismos centrais, uma vez que o controle da primeira fase da nocicep¢ao
induzida pela formalina é realizado exclusivamente no SNC.

A relacdo do sistema dopaminérgico com a modulacdo da nocicepgédo é
demonstrada pela presenca de receptores dopaminérgicos, principalmente do
subtipo D, e seu respectivo mRNA codificador em areas do corno dorsal. Estudos de
imunohistoquimica mostram que esses receptores estdo localizados em terminais
centrais de fibras aferentes primarias, estabelecendo a relagcdo entre o sistema
dopaminérgico e o controle da dor (VAN DIJKEN et al., 1996).



MAIA, A.K.H.L. 80

Os resultados mostraram que o efeito antinociceptivo causado pela HPA-05
sugere nao ser dependente da ativacao dos receptores dopaminérgicos D,, uma vez
que o tratamento com o0 antagonista seletivo dos receptores D, (Sulpirida), néo
conseguiu reverter o efeito antinociceptivo da HPA-05, na primeira fase da formalina.

Na segunda fase da formalina observou-se uma redugdo no comportamento
antinociceptivo da HPA-05, em comparagdo com 0 grupo que recebeu apenas a
HPA-05, sugerindo que a atividade antinociceptiva da HPA-05 pode envolver os
receptores D, da Dopamina. Dentro deste contexto, sugere-se que a atividade
antinociceptiva da HPA-05 estaria atuando na sensibilizagdo central dos
nociceptores e neurdnios de segunda ordem, e a acdo de mediadores inflamatérios,
como a histamina, 5- HT, bradicinina e a prostaglandina, liberados em decorréncia
da lesé&o tecidual.

A adenosina é um neurotransmissor enddgeno que atua sobre receptores de
membrana especificos acoplados a proteina G (WU et al., 2005). Quatro subtipos de
receptores de adenosina foram identificados: A1, Aza, Azs € Az (WU et al., 2005). Os
receptores Al estdo associados a antinocicepcao, por inibicdo da atividade neuronal
na medula espinhal e do ganglio da raiz dorsal, enquanto que os receptores Aza, Az
e Az estdo envolvidos com atividades pr6 - nociceptivas. A cafeina € um antagonista
nao seletivo de receptores de adenosina, apresentando afinidade por receptores do
Tipo A1 e A, (SOUTO MAIOR, 2011).

Os efeitos exercidos pela interacdo da cafeina com a HPA - 05 mostram uma
reversdo do efeito antinociceptiva da HPA - 05 pela cafeina, na primeira fase do
teste da formalina. A partir desses resultados, pode ser sugerido que 0 mecanismo
de antinoccepgdo pode estar envolvido com os receptores A; e /ou A, através de
mecanismos centrais, uma vez que o controle da primeira fase da nocicepgao
induzida pela formalina é realizado exclusivamente no SNC. O mesmo nao foi
observado na segunda fase do teste da formalina, onde o tratamento com a cafeina
nao foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo da HPA -05, ocorrendo um efeito
sinérgico entre ambas.

Outros estudos realizados anteriormente para testar o envolvimento dos
receptores da adenosina em processos de antinocepc¢ao. Pesquisadores utilizando o
teste da formalina, em ratos, pesquisadores perceberam que a administracdo
periférica local de amitriptilina produzia antinocicepcdo, e que este efeito era
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parcialmente revertido pela coadministracdo de cafeina, nas duas fases do teste
(SAWYNOK: REID, 1999).

Dando continuidade aos estudos para avaliacdo psicofarmacologica da HPA -
05, foram realizados testes com o objetivo de avaliar a possibilidade de essa droga
apresentar um perfil de atividade anticonvulsivante. Com esta finalidade, duas
metodologias foram empregadas: o0 teste das convulsdes induzidas pelo
pentilenotetrazol (PTZ) e o teste do eletrochoque maximo (ECM). Tais modelos
classicos continuam sendo amplamente empregados nas pesquisas de novas
drogas anticonvulsivantes e apresentam caracteristicas particulares que o0s
credenciam como medologias de escolha (SMITH; WILCOX; WHITE, 2007).

O pentilenotetrazol (PTZ) é uma das principais substancias indutoras de
convulsdo utilizadas na triagem pré-clinica de novos farmacos anticonvulsivantes
(LOSCHER; SCHMIDT, 2006; RANG et al., 2012), podendo ser utilizado como
modelo de crises generalizadas dos tipos auséncia, mioclonicas e de crises tdnico-
clénicas (OLIVEIRA et al., 2001).

A inibicdo das convulsdes induzidas pelo PTZ é uma metodologia
extensamente utilizada para avaliar o efeito anticonvulsivante de drogas em animais
(LOWSON et al., 1991). O PTZ atua inibindo os canais de cloreto associados a
receptores GABA, (LOSCHER; SCHMIDT, 2002). Portanto, sabe-se que o blogueio
das convuls@es induzidas quimicamente pelo PTZ em roedores, é uma caracteristica
de algumas drogas depressoras do SNC pertencentes a classe dos
anticonvulsivantes (ANCA et al., 1993).

Segundo Kupferberg e Schmutz (1997), de maneira geral, o PTZ permite a
identificacdo eficaz de compostos contra crises de auséncia quando injetado por via
intravenosa e permite uma avaliagdo genérica do potencial anticonvulsivante de uma
droga quando administrado em altas doses por via intraperitoneal.

Pode-se constatar que nos animais tratados com as doses de 100 e 200
mg/Kg, i.p., da HPA — 05, houve uma reducao da incidéncia de convulsdes induzidas
pelo PTZ, assim como uma alteracdo qualitativa que pode ser comprovada pelo
aumento significativo da laténcia para o inicio das crises convulsivas nesses grupos.
O aumento da laténcia para o aparecimento das convulsdes é um forte indicativo de
uma acao anticonvulsivante e drogas como diazepam e clonazepam aumentam este
parametro (QUINTANS JUNIOR et al., 2008).
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O diazepam (2mg/Kg), utilizado como padrao positivo, aumentou a laténcia da
convulsao e obteve 100% de sobrevivéncia dos animais. Este efeito deve a sua agao
no receptor GABAA/ Benzodiazepinicos, sendo um farmaco com conhecida acgéao
anticonvulsivante.

O Teste das convulsbes induzidas pelo eletrochoque auricular méximo,
baseia-se na observacdo de que a estimulagdo, por meio de pulsos elétricos
repetitivos e usando parametros adequados, € capaz de induzir um padréao
caracteristico de atividade epiléptica em diferentes estruturas neuronais que, auto
mantida, € comumente denominada como pés-descarga (QUINTANS JUNIOR et al.,
2002). Este teste é mais utilizado, frequentemente, como um modelo animal para a
identificacdo da atividade anticonvulsivante de drogas eficazes no “grande-mal’
(QUINTANS JUNIOR et al., 2002). O teste do eletrochoque identifica agentes ativos
contra convulsdes tonico-clonicas generalizadas, devido ao bloqueio da propagacéao
das convulsdes (BLANCO et al., 2007).

Os resultados desse teste evidenciaram, portanto, que a HPA - 05 apresenta
um perfil semelhante as drogas anticonvulsivantes utilizadas no tratamento do
grande mal epiléptico, ja que promoveu uma protecdo das convulsdes induzidas pelo
eletrochoque auricular nos parametros descritos, em comparagdo aos animais
tratados apenas com o veiculo. Os resultados corroboram com os dados relatados
na literatura, onde a fenitoina € a hidantoina mais conhecida, sendo empregada
como farmaco de primeira escolha no tratamento de crises epilépticas parciais e
generalizadas do tipo tbnico-clonica, mas contra-indicada nas crises de auséncia.
Seu mecanismo de agado envolve o bloqueio dos canais de Na+ dependentes de
voltagem, com maior afinidade por agueles que se encontram no estado inativado,
impedindo, assim, que esses canais possam retornar ao estado de repouso,
necessarios para a geracao de novos potenciais de acdo (RANG et al., 2012).

Seguiu-se com o teste do Labirinto em cruz elevado (LCE), que foi
originalmente desenvolvido por Pellow e colaboradores (1985) e se tornou um
modelo para o0 estudo do comportamento de ansiedade em ratos e,
subsequentemente, em camundongos (LISTER, 1987; CORNELIO; NUNER-DE-
SOUZA, 2009; BUCKMAN et al., 2009; GRUNDMANN et al., 2009). E baseado na
aversao natural que os roedores apresentam a areas abertas e elevadas (RABBANI
et al.,, 2008; RAUPP et al., 2008), sendo o teste mais utilizado para a procura de

novos agentes ansioliticos semelhantes aos benzodiazepinicos (CHEN et al., 2004).
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Este teste é, pois, fundamentado no comportamento exploratério do animal e
na aversao dos roedores por espagos abertos e altura, onde as substancias
ansioliticas levam o animal a aumentar o niumero de entradas e/ou o tempo de
permanéncia nos bracos abertos. Os parametros avaliados neste teste foram:
laténcia para a primeira entrada nos bragos abertos e fechados; nimero de entradas
nos bragos abertos e fechados (ALMEIDA, 2006).

Nesse teste, ndo foi observado nenhuma modificacdo comportamental dos
animais indicativa de um possivel efeito ansiolitico, uma vez que nenhuma dose da
HPA - 05 produziu um aumento significativo no nimero de entradas e no tempo de
permanéncia nos bragos abertos.

Como a HPA - 05 apresentou uma boa eficacia nos modelos do acido acético,
e no modelo da formalina, reduzindo a segunda fase (inflamatéria) da resposta
nociceptiva (SALGADO, 2011), foi investigada a atividade anti-inflamatoria do
composto utilizando o modelo da peritonite induzida por carragenina.

O tratamento dos animais com HPA - 05 nas doses de 100 e 200 mg/Kg e na
via analisada, reduziu significativamente a migracdo de leucdcitos, neutréfilos e o
extravasamento plasméatico 4 h apdés a administragdo de carragenina, quando
comparadas ao grupo que recebeu apenas o veiculo. Esses dados corroboram com
os resultados anteriores obtidos no modelo do &cido acético e da formalina.

A peritonite induzida por carragenina € um modelo experimental bem
caracterizado de inflamacdo aguda, empregada largamente para testar novas
terapias anti-inflamatérias por permitir a quantificacdo e correlagdo da migracdo
celular e do exsudato inflamatério (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). A
carragenina é uma substancia caracterizada por elicitar a liberacdo de varios
mediadores inflamatorios, tais como histamina, serotonina e cininas na primeira fase,
nas quais sao responsaveis pelo desenvolvimento dos eventos vasculares, enquanto
uma segunda fase € mantida por outros mediadores, tais como citocinas (IL-1 e
TNF-a), prostaglandinas e 6xido nitrico. Associado a isso, esse evento também é
caracterizado por apresentar um infiltrado celular intenso, onde se destaca a
presenca de neutréfilos com producdo de radicais livres derivados do oxigénio (DI
ROSA et al., 1971; DAMAS et al., 1990).

Varios mediadores pré-inflamatorios estdo envolvidos na inflamagédo aguda
induzida por carragenina como neuropeptideos, prostaglandinas, NO e citocinas (DE
CASTRO FRANCA et al., 2007). Em relacdo a participacdo de citocinas
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proinflamatérias neste modelo, estd bem estabelecido que os leucdcitos, entre
outras células, produzem IL-1b, IL-6, IL-8 e TNF- a (PEREIRA, MEDEIROS, FRODE,
2006). Por outro lado, os macréfagos produzem IL-10, uma citocina anti-inflamatoria
gue possui mecanismos importantes no controle da inflamacdo (MOSSER, ZHANG,
2008).

Guerra et al., (2011) avaliaram a capacidade anti-inflamatéria dos derivados
imidazolidinicos: 5 - (1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-
56) e 3 - (4-bromo-benzil) -5 - (1H-indol-3-il-metileno)-2tioxo-imidazolidin-4-ona
(LPSF/NN-52) e evidenciaram a atividade anti-inflamatéria dos compostos, por uma
reducdo tanto na migracao de leucocitos quanto a liberacdo de TNF-a e IL-1 no
modelos da peritonite. Estes resultados indicaram que 0s compostos testados
exibiram atividades promissoras antiinflamatdrias e antinociceptiva que
provavelmente estdo envolvidos na modulacdo do sistema imunoldgico.

Corroborando com pesquisas nas quais foram demonstradas atividades anti-
inflamatorias e analgésicas em diferentes derivados imidazolidinicos (CARVALHO;
SALGADO; QUEIROZ, 2011), os resultados revelaram que o composto 3-fenil-5-(4-
metilfenil)-imidazolidin-2,4-diona (HPA - 05) possui propriedades analgésicas, anti-
inflamat6ria e anticonvulsivantes, sinalizando perspectivas favoraveis para o
desenvolvimento de novos farmacos para o controle da dor inflamatéria e

convulsoes.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos nos estudos psicofarmacolégicos pré-clinicos
do 3-fenil-5-(4-metilfenil)-imidazolidin-2,4-diona (HPA-05) em camundongos, nhas

doses utilizadas e na via testada, é possivel concluir que:

v. HPA - 05 se mostrou efetiva em inibir as convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol e pelo eletrochoque auricular, o que revela uma propriedade

de farmacos anticonvulsivantes nestes testes;

v N&o apresentou atividade ansiolitica por ndo aumentar significativamente o
namero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragcos abertos no teste

do labirinto em cruz elevado;

v A atividade antinociceptiva da HPA — 05 tem o envolvimento do sistema L-
arginina/ 6xido nitrico na fase neurogénica do teste da formalina, receptores
dopaminérgicos D, na fase inflamatéria da formalina, adenosinicos na fase

neurogénica da formalina,

v N&o envolvem a participacdo dos canais de K'arp, receptores GABaérgicos,
glutamatérgicos, noradrenérgicos, muscarinicos, via sistema L- arginina/ 6xido
nitrico na fase inflamatéria da formalina, dopaminérgicos D, na fase

neurogénica da formalina e adenosinico na fase inflamatéria da formalina;

v A HPA - 05 foi capaz de reduzir a quantidade de leucocitos e neutroéfilos para
cavidade intraperitoneal dos animais indicando uma atividade anti-

inflamatoéria.
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7/ PERSPECTIVAS

HPA-05 é uma substancia promissora no que diz respeito as propriedades
apresentadas, tais como atividade antinociceptiva, anticonvulsivante e anti-
inflamatoria, portanto revela importantes propriedades para o desenvolvimento de
um novo farmaco. Atualmente encontra-se em patente, por isso poucos estudos
foram desenvolvidos, serd necesséaria a continuidade dos estudos com esse
derivado imidazolidinico, devendo-se fazer estudos mais especificos para comprovar
seus mecanismos de acao, utilizando outras técnicas in vitro, como patch clamp e
single sucrose gap. Também sera necessaria a realizacdo de testes biolégicos com
HPA-05, por outras vias de administracdo. Estes poderdo garantir a seguranca do
Seu uso sem, no entanto causar prejuizos ao organismo, como alteracdes

sanguineas ou danos teciduais em 6rgaos vitais.
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Anexo | - Certidao da comissao de ética no uso de animais

A Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Biotecnologia da

: V_A_.L‘_,U,nivetsidade Federal da Paraiba em sua reunido ordinaria de 25/07/12
“analisou e APROVOU a execucao do projeto AVALIAGAO DOS EFEITOS

VPSICOFARMACOLOGICOS DE COMPOSTOS IMIDAZOLIDINICOS EM
CAMUNDONGOS.

Com previsdo de empregar 488 animais - Camundongos.
Para serem utilizados no periodo de 01/03/2012 a 30/03/2014

Atenciosamente,

et (077 -/f)p%
, Prof. Dr. Luis Cezar Rodrigues
dente da Comissao de Etica no Uso de Animal do CBiotec/UFPB

Presi

Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA - CBiotec
Centro de Biotecnologia — Universidade Federal da Paraiba

httgs://sites.qooqle.com/site/ceuacbiotec/ — ceua@chbiotec.ufpb.br




MAIA, A.K.H.L. 111

Anexo Il - Resumos publicados em anais de eventos cientificos
durante o curso do doutorado

1. Resumo 23.124 - PSYCHOPHARMACOLOGICAL EFFECTS OF
ERYTHROXYLUM CAATINGAE PLOWMAN foi apresentado na XXVI
Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental -
FeSBE, realizado de 24 a 27 de agosto de 2011 no Rio de Janeiro, RJ.

2. Resumo 23.200 — EVALUATION OF THE ANTINOCICEPTIVE ACTIVITY OF
THE THIOPHENIC 6CN10 DERIVED foi apresentado na XXVI Reunido Anual
da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental - FeSBE, realizado de
24 a 27 de agosto de 2011 no Rio de Janeiro, RJ.

3. Resumo - AVALIAC;AO DOS EFEITOS CENTRAIS DO METANOLICO
BRUTO DE ERYTHROXYLUM  CAATINGAE PLOWMAN EM
CAMUNDONGOS foi apresentado no V Simpésio Iberoamericano de Plantas
Medicinais, realizado de 18 a 20 de outubro de 2010 em lItajai, SC.

4. Resumo - AVALIACAO DA ATIVIDADE CENTRAL DO OLEO ESSENCIAL DE
LIPPIA  MICROPHYLLA (VERBENACEAE) E DO TIMOL EM
CAMUNDONGOS foi apresentado no V Simpésio Iberoamericano de Plantas
Medicinais, realizado de 18 a 20 de outubro de 2010 em Itajai, SC.

5. Resumo - ALTERAC}C)ES BIOQUIMICAS EM RATOS CRONICAMENTE
TRATADOS COM PRAXELIS CLEMATIDEA R. M. KING & H. ROB foi
apresentado no XXI Simpésio de Plantas Medicinais do Brasil, realizado de
14 a 17 de setembro de 2010 em Joéo Pessoa , PB.



