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RESUMO

Introducdo: compostos das classes semicarbazénas e tiosemicarbazonas tem sido relatados em diferentes
estudos por apresentarem variadas acdes biologicas de interesse farmacologico. Neste sentido, novos
compostos derivados, fruto de sintese recente, témsinalizado seu potencial terapéutico. Assim, neste estudo
objetivou-se testaro efeito anti-inflamatdrio, antinociceptivo e antitumoral de alguns compostos derivados
carbazbnico. Metodologia: Para avaliar a atividade anti-inflamatéria de VHO2 os ensaios de inflamacdo o
agente flogistico utilizado foi a carragenina, 6leo de créton e acido acético, enquanto que em testes de
nocicepgdo foram utilizados acido acético e formalina. Os experimentos foram conduzidos de acordo com
as normas do colégio brasileiro de experimentacdo animal (COBEA) e realizados sob consentimento do
comité de ética e experimentacdo animal CCB/UFPE, processo: 035663/2013-90. Os animais foram
mantidos sob condicBes de controle de temperatura 21+2 °C e luminosidade 12/12h claro/escuro, com
disponibilidade de 4gua e racdo a vontade. Para cada ensaio os animais foram, divididos em grupos de
6/gaiola, climatizados, mantidos em jejum porperiodo de 4h e todos foram pré-tratados comas substancias
testes 1h antes do inicio de cada préatica experimental. Os experimentos foram conduzidos a partir da
administracdo de seis diferentes compostos e doses baseadas no teste de toxicidade aguda para cada
substancia. Resultados: No teste de pleurisia, 0s compostos VH28 e VH21 apresentaram inibicdo de 29 e
35% na migracdao de leucocitaria. Os compostos VHO8 (3mg/Kg), VH02 e LS18A (100mg/Kg)
promoveram inibicdo da migracdo leucocitaria de 80%, 86% e 64% no ensaio de peritonite. No ensaio de
contorgGes abdominais provocadas pelo &cido acético os compostos VH21 e LS18A nas doses de 6,25; 25
e 100 mg/Kg apresentaram 62%, 79% e 68% e 50%, 65% e 58% de inibigdo nas contorgdes abdominais
provocadas pelo acido acético, quando comparadas ao controle. O teste de viabilidade celular demonstrou
inibicdo de 71% e 77% do composto VH25 nas concentragdes de 1 e 2 pg/mL para a linhagem de HL60, a
doxorrubicina utilizada como padrdo apresentou inibicdo de 73%. Ainda, em teste de coloragdo por May -
grunwald-giemsa as células apresentaram picnose, condensacdo da cromatica e formagdo de corpos
apoptéticos. A morte porapoptose foi comprovada em ambas as doses através da técnica de anexinas/ lodeto
de propideo por citometria de fluxo. Conclusdes: Os resultados apresentados demonstram que houve
atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva, bem como acéo citotéxica de alguns derivados carbazonicos.
No entanto, sdo necessarios novos testes para esclarecimento do real mecanismo de agdo para as atividades
anti-inflamatéria e antinociceptiva.

Palawras chawe: anti-inflamatdria. citotoxicidade. nocicepcdo. tiossemicarbazonas. semicarbazonas.



ABSTRACT

Introduction: compounds from thiosemicarbazones and semicarbazones classes have been reported in
different studies by presenting a wide range of functions, of which we highlight the anti-inflammatory,
antitumor and antifungal activities. This study aimed to identify the anti-inflammatory, antinociceptive and
antitumor activities of new carbazones derivatives, and the mechanisms involved in each activity.
Methods: For the inflammation tests, the phlogistic agent used was carrageenin, croton oil and acetic acid,
while in tests of nociception acetic acid and formalin were used. The experiments were conducted in
accordance with the standards of the Brazilian College of Animal (COBEA) and performed under the
consent of ethics and animal experimentation CCB/UFPE, process number: 035663/2013-90. The animals
were kept under controlled conditions of temperature 21+2 °C and luminosity 12/12h light/dark, with
availability of water and feed at will. For each test, the animals were divided into groups 6/cage, air
conditioned, fasted for 4h period and all were pre-treated with the test substances 1h before the beginning
of each experimental practice. The experiments were conducted through the administration of six different
compounds and doses, based on acute toxicity test for each substance. Results: For pleurisy test, VH28 and
VH21 compounds were inhibited 29% and 35% in leukocyte migration. The VHO8 (3mg/kg), VHO02 and
LS18A (100mg/kg) compounds promoted inhibition of leukocyte migration 80%, 86% and 64% in the
assay of peritonitis. In the test of writhing induced by acetic acid and the VH21 and LS18A compounds in
doses 0f 6.25, 25 and 100 mg/kg showed 62%, 79%, 68% and 50%, 65% and 58% inhibition in writhing
caused by acetic acid when compared to control. The cell viability testshowed inhibition of 71 % and 77
% of the compound VH25 concentrations of 1and 2 pg/mL for strain HL60, doxorubicin used as the control
showed 73% inhibition. Even in coloring test by May-Grunwald-Giemsa cells showed pyknosis,
condensation and formation ofapoptotic chromatic bodies. Death by apoptosis was confirmed at both doses
using the technique of annexin 5/propidium iodide by flow cytometry. Conclusions: The results showed
that there were anti-inflammatory and antinociceptive activity and cytotoxic action of some derivatives
carbazones. However, further tests to elucidate the actual mechanism for anti-infllmmatory and
antinociceptive activities are needed.

Keywords: anti-inflammatory. cytotoxicity. nociception. thiosemicarbazones. semicarbazones.
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Civilizagbes primitivas j& utilizavam o conhecimento popular na tentativa de
encontrar alivio para suas moléstias atraves da utilizacdo de unguentos e extracdo
rudimentar de 6leos a partir de plantas medicinais (VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL,
2005). Atualmente, como o0 uso de tecnologias mais avancadas, farmacos vem sendo
desenvolvidos com a finalidade ~ de  tratamento e cura das doengas  que afligem a
humanidade contemporanea. Estudos recentes tém mostrado que a quimica medicinal
organica tem ganhado prestigio por contribuir no progresso da ciéncia e descoberta de
novas drogas anti-inflamatdrias, analgésicas e antitumorais mais modernas. Os avancos
atribuidos a farmacologia tém sido possiveis gracas aos recentes conhecimentos dos
mecanismos moleculares da fisiopatologia das doengas, com énfase principalmente na
atividade de enzimas, canais i0nicos, receptores e modulacdo da liberagdo de mediadores
quimicos (DONNICI et al., 2008).

Compostos semicarbazbnicos e tiosemicarbazonicos tem sido relatados em
diversos estudos por sua atividade, anti-inflamatdria, antitumoral e antifungica (DOBEK
etal., 1980; KALINOWSKI et al.,2007; SMEE e SIDWELL, 2003) antimalarica (WEST
et al, 1993) e antichagasica (CARECETTO, 2000). Segundo Do campo (1990),
compostos da classe das semicarbazbnas e tiossemicarbazbnas possuem outras
propriedades medicinais com capacidade na inibicdo do crescimento de alguns
organismos patogénicos. De modo geral o mecanismo de acdo dos compostos
semicarbazénicos e tiosemicarbazonicos pode estar relacionado a inibicdo enzimética,
interacdo com a molécula de DNA e ou inibicdo da sintese de DNA (BERALDO, 2004).
Apesar da grande versatilidade farmacoldgica apresentada por esta classe de compostos,
diferencas estruturais podem ocasionar manifestacdo especifica na atividade. Por isso a
tentativa de descoberta dos mecanismos de acdo de novos derivados dessa classe com

perspectiva de que algum seja forte candidato a protétipo de farmaco.
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Capitulo 1 - REVISAO DA LITERATURA

1 Compostos Semicarbazonicos e Tiossemicarbazonicos

As semicarbazbnas pertencem auma classe de substancias com amplo espectro de
atividades biologicas, no entanto ndo possui nenhum uso clinico. Estudos ja
demonstraram que as semicarbazonas apresentam acao analgésica (BERALDO, 2004),
hipotensiva (WARREN; WOODWARD; HARGREAVES, 1977), antineoplasica (ASIS
etal., 1996), anticonvulsivante (DIMMOCK, 1993) entre outras. As semicarbazonas que
possuem em sua estrutura grupos aril, arilideno, ariloxi (aril) tém sido estudadas. Através
das observacdes experimentais, acredita-se que 0s compostos semicarbazOnicos possam
interagir em dois locais no alvo molecular: 1) uma area de ligacdo de hidrogénio e 2) uma
regido hidrofébica (DIMMOCK et al, 1995; DIMMOCK et al., 1996). Segundo
Thirumurugan (2006) o uso de semicarbazonas levam a um aumento nos niveis de acido
gama-aminobutirico (GABA) em diferentes areas do sistema nervoso central e também
reduzem aconcentracdo de glutamato no fluido cérebro-espinhal (MATTEI, 1999), talvez
essas alteracOes levam a pensar sobre a atividade anticonvulsivante desses compostos.

Estudos realizados por Ilyin (2005) demonstram que 4-[4-fluorfenoxi]
benzaldeido semicarbazona bloqueia os canais de sodio sensiveis a voltagem, o bloqueio
desses canais leva a atividade antinociceptiva. Alguns farmacos com perfil
anticonvulsivante  promovem alteragdes no processo inflamatorio e derivados
semicarbazénicos também apresentam esse perfil.

Os compostos moleculares  conhecidos como tiossemicarbazbnas  séo
considerados cientificamente interessantes, uma Vvez que possuem propriedades
importantes nas areas quimica e biolégica, como na atividade antitumoral (FEUN et al
2002), antiviral (TEITZ et al, 1994), antibacteriana (KASUGA et al., 2003) e citotoxica
(KARAH et al.,, 2002) entre outras. Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC), as tiossemicarbazbnas normalmente s&o obtidas por reacdo de
condensagdo quimioseletiva de tiossemicarbazidas com aldeidos e cetonas. De acordo
com a reacdo de condensagdo do grupo aldeido ou cetona estes compostos recebem o
nome da tiossemicarbazbna correspondente (CASAS; TASENDE e SORDO, 2000) e a

partir desta reagdo a numeracdo atbmica é realizada (Figura 1).
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Por possuirem excelentes propriedades organometalicas, esses compostos
também sdo conhecidos como agentes quelantes (ANTONINI et al, 1981; CASAS;
TASENDE e SORDO,2000). Sinteticamente as tiossemicarbazonas apresentam
principalmente boa versatilidade para obten¢do, ndo obstante apresenta vasta aplicacdo
como intermedidrios de muitos ndcleos importantes. De forma geral, apresentam
economia do processo de sintese, pequena utilizacdo de atomos, pois todos aqueles dos
reagentes estdo presentes na molécula final, ando ser a 4gua que é eliminada na sintese
(DU et al.,, 2002).

Figura 1 - Estrutura geral de uma Semicarbazona e Tiossemicarbazbna, mostrando a ordem da enumeragéo
dos 4tomos na molécula.

Ry
H \N—F{;
R \N 0/4
TN
N X
R
Os radicais R1, R2, R3 e R4 =H, grupo Alquila ou arila
X=0,S

Fonte: adaptado de BERALDO, 2004, p.1

2 O PROCESSO INFLAMATORIO

A reacdo inflamatdria € caracterizada por um conjunto de eventos complexos que
envolvem desde o reconhecimento do estimulo ou do agente lesivo até a sua destruicdo e
consequente reparacdo do tecido lesado. A ativacdo do sistema de defesa é desencadeada
apos o reconhecimento do agente lesivo, que por sua vez amplifica a resposta do sistema
imune inato resultando na ativacdo de células e liberacdo de mediadores quimicos
inflamatdrios que promovem vasodilatacdo, exsudacdo e migracdo leucocitaria
(SCHMID-SCHONBEIN, 2006; MEDZHITOV, 2008).

O sistema imunitario humano e dividido conceitualmente em sistema imune inato

e sistema imune adaptativo. A imunidade inata é caracterizada por uma resposta
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estereotipada a um grande numero de estimulos, porém rapida e limitada. N&o requer
contato prévio com qualquer imunégeno, ndo altera sua constituicdo apds sua
sensibilizacdo e é composta por barreiras quimicas, fisicas e biologicas, células
especializadas e moléculas soliveis (CRUVINEL, 2010).

As principais células do sistema imune inato, compreendem  0sS
polimorfonucleares (PMNs) neutréfilos, macréfagos, mastocitos, células dendriticas
(DC) e células Natural Killer (NK), varios mediadores sollveis segregados por estas
células e o sistema complemento (KUMAR e SHARMA, 2010). O conjunto de células e
dos mediadores formam uma linha eficaz na defesa do organismo contra agentes
xenobidticos e microrganismos patogénicos. A primeira e principal linha de defesa da
imunidade inata € formada pelos neutréfilbs (GORSKA et al., 2010; KUMAR e
SHARMA, 2010). No entanto, os neutrofilos ndo atuam como agentes fagociticos
solitarios, e além de ser os principais responsaveis pela contencéo e eliminacdo do agente
lesivo, estas células ainda promovem liberagdo de moléculas quimicas que funcionam
como sinais para o recrutamento de novas células para o local da infllmacdo (NATHAN,
2006).

A eliminacdo do agente inflamatorio ocorre por meio da atividade hidrolitica de
algumas enzimas, proteinas bactericidas e espécies reativas de oxigénio (ROS), que ficam
armazenadas no interior de granulos dos polimorfonucleares (CASCAO et al., 2009).

Entre as enzimas hidroliticas de maior destaque estd a mieloperoxidase (MPO),
uma protease contida nos granulos azuréfilos de mondcitos e PMNs (HANSSON et al.,
2006; KUMAR e SHARMA, 2010).

A MPO vinculada a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(NADPH), desencadeia a liberacdo de ROS. A NADPH oxidase, por sua vez reduz o
oxigénio molecular a um anion superoxido o qual € convertido em perdxido de hidrogénio
pela enzima superdxido dismutase. Uma vez formado, o perdxido de hidrogénio, atua
diretamente na destruicdo de bactérias (figura 2). A enzima MPO, ainda é responsavel
pela formacdo de ions hidroxila ou acido hipocloroso a partir do perdxido de hidrogé nio,
essas substancias sdo extremamente tdxicas o que torna ainda mais eficiente esse sistema
de destruicdo microbicida e possui papel importante na defesa do hospedeiro contra a
invasdo de novas bactérias, fungos e virus (HANSSON etal., 2006; KLEBANOFF,2005).
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Figura 2 - Reacdo em cadeia, a partir da atuagdo da MPO e NADPH na formacdo de ROS no
processo inflamatorio.
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Alem da liberacdo de MPO que agridem diretamente o tecido, os PMNSs
promovem a liberacdo de outras citocinas pré-inflamatorias (LEFKOWITZ, 2001). Néo
bastando o dano tecidual provocado pelo aumento dos niveis de MPO, esta enzima ainda
é captada por macrofagos residentes os quais expressam receptores de manose (MR).

A interacdo da enzima MPO e dos MR leva a intensificagdo na liberacdo de
espécies reativas de oxigénio, juntamente com outras citocinas pro-inflamatoria como,
TNF- o, IL- 1, IL -6 e IL -8 a partir de macrofagos. O aumento dos niveis tissulares de
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neutréfilos ativados, a liberacdo excessiva de enzimas como a MPO, proteinase 3,
elastases e catepsina G, induzem a liberacdo de maiores quantidades de ROS que, por sua
vez, promovem importantes lesbes em tecidos do préprio hospedeiro (MEDZHITOV,
2008).

Ainda na resposta inflamatoria o 6xido nitrico (NO) destaca-se como um
importante mediador. Esta substancia € um gas e se apresenta na forma solivel estando
relacionado a diversas funcBes fisiologicas, incluindo imunomodulacdo, transmissdo
neuronal, relaxamento vascular e citotoxicidade (TSUCHIYA et al.,2007). Este mediador
é liberado a partir da reacdo de conversdo da L-arginina em L-citrulina, através da
atividade catalisadora da enzima Oxido nitrico sintetase (NOS). S&o conhecidas trés
isoformas desta enzima e estas sdo classificadas como sendo constitutivas e induzida. A
oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS) e a Oxido nitrico sintetase neuronal (NNOS)
constituem as isoformas constitutivas e estas estdo presentes em condicbes fisioldgicas
normais enquanto, que em condicdes fisiopatologicas, como nas respostas inflamatorias
é encontrada a Oxido nitrico sintetase induzida (INOS), ou seja a isoforma induzida
(TAKEUCHI et al., 2004; MARIOTTO et al., 2007).

A INOS ¢ ativada em respostas inflamatorias por mediadores end6genos, como
por exemplo: citocinas pro-inflamatorias (IL-1 B - interleucina-1, TNF-a - fator de
necrose tumoral alfa, IFN-y - interferon gama entre outros), quimiocinas ou mesmo por
fatores exdgenos como endotoxinas bacterianas, tumores, agentes alérgenos e etc. (BOVE
e VAN DER VLIET, 2006). Uma vez liberada, no local do estimulo inflamatorio, a iNOS
catalisa reacdes e promove a liberacdo rapida de grandes gquantidades de NO, o que pode
acontecer por horas ou até mesmo Varios dias dependendo do estimulo inflamatorio
(KORHONEN et al., 2005). A iINOS ¢ expressa principalmente por células epiteliais
(HEMMRICH et al., 2005), no entanto ocorre também em eosindfilos (KORHONEN et
al., 2005) e macrofagos (WU e TSAI, 2007). Em decorréncia da interacdo do NO com
ROS, existe formacdo de novas espécies reativas, as chamadas ERNS — Espécies reativas
de nitrogénio que promovem maiores efeitos deletérios. Estudos recentes tem
demonstrado o envolvimento de NO em doengas neuro-degenerativas e também na
aterosclerose (RYTER etal., 2007; VALKO et al.,2007), além de proporcionar a ativacao

do fator de transcricdo nuclear-kB (NF-xB), (figura 3). Na expressdo de varios
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mediadores pro-inflamatérios o NF-kB se apresenta como um dos principais fatores de
regulacdo desses fatores. (OKAMOTO et al., 2004; KELLEHER et al., 2007).

Dentre os mediadores que participam do processo inflamatério ainda temos as
citocinas. Essas moléculas sdo agrupamentos proteicos sollveis ou representantes de

membrana plasmatica, ou glicoproteinas mensageiras, que atuam com de forma paréacrina.

Figura 3 - Interacdo de citocinas e fator de transcricdo nuclear (NFkB) no processo

inflamatério.
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Através dos estudos nessa area, ja foram encontradas muitas citocinas distintas, as

quais podem ser classificadas através dos subgrupos dos fatores de crescimento,
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interferons, fatores estimuladores de colénia, quimiocinas e as interleucinas. Quando
referidas ao processo inflamatdrio, as citocinas séo divididas naturalmente em: pro-
inflamatdrias das quais podemos citar a IL-1, IL-6, TNF-o, TGF-B, IL-17A e as citocinas
anti-inflamatorias que sdo bem representadas pela IL-10, IL-4, IL-1Ra: antagonista de
receptor de IL-1. As citocinas anti-inflamatorias ainda estdo relacionadas ao crescimento,
diferenciacdo e ativacdo celular das células imunologicas e no processo de reparo
tecidual, além de apresentarem outras funcbes (BUDHU e WANG, 2006; COMMINS et
al, 2010; HIPPE et al, 2010). As respostas inflamatérias incluem a liberacdo das
citocinas, estas sdo ativadas através de diversos estimulos que podem ser estimulos
fisicos, necrose tecidual, ativacdo de células da resposta imune, presenca de bactérias,
virus, tumores e varios outros (BUDHU e WANG, 2006).

As citocinas sdo mediadas pela ativacdo de receptores de superficie expressas nas
membranas das células alvo. Sua funcdo € especificamente celular, portanto esses
mediadores soliveis apresentam ndo s6 a atividade paracrina como apresentado
anteriormente, mas possuem também funcdo autocrina e sisttmica (COMMINS et al.,
2010; HIPPE et al., 2010). No processo inflamatério as citocinas podem atuar como
agentes estimuladores, as chamadas citocinas pro-inflamatérias, ou como agentes
inibidores, aquelas conhecidas como citocinas anti-inflamatorias. O trabalho conjunto
dessas moléculas tem por finalidade a regulacdo da atividade infllmatoria de modo que
deva ser mantida a homeostase. = Um desequilibrio entre as citocinas pré e anti-
inflamatorias durante o processamento de uma resposta imunoldgica pode acarretar
problemas ao organismo como necrose tecidual ou mesmo inadequacdo do processo
inflamatorio (CORSINI et al., 2005).

Merecem destaque como mediadores pro-inflamatérios o TNF-a, a IL-1p, 0
VEGF-a, e ainda IL-17. Estudos realizados por Frode e colaboradores (2001) indicam a
participagdo marcante do TNF-a e da IL-1p como mediadores com papel central na
inflamacdo aguda induzida por carragenina, em camundongos, no modelo da pleurisia.
Outras pesquisas apontam que o controle de secrecdo dessas citocinas € realizado através
do fator de transcricdo nuclear NF-kappa B (NF-x B). Além disso, outras pesquisas
relatam a participacdo dessas citocinas em varios tipos de doencas inflamatorias, como o
envolvimento do TNF-a no lupus eritematoso sistémico (ZHU et al.,2010), ainda a
participacdo do TNF-a e da IL-1p na artrite reumatoide (MA et al., 2010; YANG et al.,
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2010), além da participagdo do TNF-a, da IL-1p e do VEGF-a na asma brénquica
(CHAROKOPOS et al., 2009; FUJISAWA et al., 2009).

2.1 Interleucinas e o Processo Inflamatério

2.1.1 Interleucina 1f (IL-1B)

A interleucina 1 é uma citocina pré-inflamatoria liberada por diversos tipos
celulares. Essas moléculas possuem trés isoformas IL-la (Interleucina 1 alfa), IL-1p
(Interleucina 1 beta) e IL-1y (Interleucina 1 gama). Liberada principalmente por
monocitos e macrofagos a IL-1p esta intimamente relacionada a processos inflamatorios
agudos, atuando como uma citocina pro-inflamatéria (VARELLA, 2001). Segundo
Dinarello (1989), células endoteliais, midcitos, células de Langerhans, fibroblastos e
linfocitos B e T sdo potencialmente produtoras de IL-1. Macréfagos gquando expostos a
antigenos virais, LPS, TNF- a, IFN- o, B ¢ vy, produzem IL-1 em grande quantidade
(MONROY, 1992).

As isoformas o e B apresentam fungdes semelhantes, atuando como citocinas pro-
inflamatorias, no entanto a isoforma v, apresenta atividade antagbnica a essas duas,
atuando como agente inibidor competitivo do receptor de IL-1, consequenteme nte
blogueando os efeitos da IL-1 (AREND, 1991). AEm de apresentar acdo direta, alL-1 (a
e B) pode ser estimulada pela presenca de outros mediadores inflamatorios, como IL-6,
IL-8, PGE2 entre outros (MONROY, 1992). As principais funcbes apresentadas pela IL-
1 incluem proliferacdo de linfoécitos B, macréfagos, neutréfilos e estimulacdo de
linfécitos CD4+ para producdo de IL-2.

De acordo com Dinarello (1989) e Arend (1991) a adesdo leucocitaria, o aumento
da expressdo de moleculas de adesd@o por células endoteliais, a inibicdo da proliferagao
das células endoteliais e o aumento da atividade angiogénica na coagulacdo s&o
atribuicbes da participacdo da IL-1. Segundo estudos realizados por Monroy (1992) e
Thomson (2003) a producdo, de proteinas de fase aguda na inflamacdo, por hepatocitos

também esta ligada a presenca de IL-1 no sitio inflamatorio.
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2.1.2 Interleucina 6 (IL-6)

No sitio inflamatério em uma resposta aguda, a presenca de macréfagos aumenta
a concentracdo de Interleucina 6 (IL-6), mostrando que estas células séo produtoras dessa
citocina. Além da sintese e liberacdo por macrofagos, a IL-6 também é produzida por
linfocitos Te B, sendo estimulada pela presenca de IL-1, TNF e LPS. No entanto,
hormbénios glicocorticides promovem inibicdo da producdo de IL-6, enquanto, que
mediadores como TGF-f apenas diminuem sua sintese (ROTHEWELL, 1991).

Pesquisas realizadas por Heinrich (1990) demostraram que a IL-6 é uma das
principais citocinas presente nas reacOes inflamatorias de fase aguda e resposta imune
especifica, sendo responsavel pelo estimulo de hepatdcitos para producéo de importantes
proteinas que agem no foco da inflamagdo, além de serem responsaveis pela atracdo de
granuldcitos eosinofilos nas inflamacbes persistentes. Semelhante a IL-1, a sintese de
ACTH pela adenohipdfise também ¢ estimulada pela IL-6, através de mecanismo de
retroalimentacdo  negativa entre 0s sistemas  neuroenddcrino e imunitario
(ROTHEWELL, 1991, THOMSON, 2003).

2.1.3 Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) é uma citocina pro-inflamatoria liberada,
principalmente na fase aguda do processo inflamatério, por macréfagos. No entanto,
ainda pode ser produzida por neutréfilos, linfocito T e células NK a partir da estimulagcao
por lipopolissacarideos (LPS). Estimulos como IL- 1, IL-2, bradicinina, IFN, entre outros
foram descritos por Tracey (1993) como agentes estimuladores para expressdo de TNF.
Essa citocina apresenta duas isoformas TNF-a e TNF-B que possuem ligagdo para o
mesmo tipo de receptor, no entanto apds a endocitose exercem fungdes diferentes. Ainda
segundo Tracey (1993) a presenca de PGE2, IL-6, antagonistas de fator ativador de
plaguetas (PAF), dexametasona e ciclosporina inibem a produgdo de TNF. Uma vez
inibida sua producdo, a resposta inflamatdria contra patdgenos virais e bacterianos pode
ser prejudicada (CORSINI etal., 2005), No entanto, ensaios experimentais com animais
demonstraram que concentracbes elevadas do TNF podem levar a choque séptico
(KUNKEL, 1991).
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De acordo com trabalhos realizados por Nair e colaboradores (2006) o TNFa esta
relacionado a patogénese de doencas inflamatorias cronicas, uma vez que atua na
regulacdo do crescimento, proliferacdo e diferenciacdo de leucdcitos ativados, como
também estimula a liberacdo de outros mediadores inflamatorios. Desta maneira é uma
das potentes citocinas no recrutamento de células leucocitarias (ALBA-LOUREIRO et
al., 2004).

Figura 4 - Principais citocinas inflamatérias da fase aguda: origem e funcéo.

Tabela 1 - CARACTERISTICAS DAS CITOCINAS

Citocina Célula que Alvo celular Efeitos priméarios
origina
Mondcitos )
) Celulas T, ) . o
Macrofagos ) Molécula co-estimulatoria
_ Células B, L )
Fibroblastos ) Ativacdo (inflamacéo)
) . Células
IL-1B Células epiteliais - Febre
) endoteliais,
Células o Reactantes de fase aguda
. Hipotalamo
endoteliais i
o Figado
Astrocitos
Células T; Células T; Molécula co-estimulatoria
L6 Macréfagos Células B Crescimento (em humanos)
Fibroblastos maduras Reactantes de fase aguda
Figado
Macréfagos; Semelhante a IL-
TNF-a Células T 1 Semelhante a IL-1

IL = interleucina GM-CSF = fator estimulador de colénia de granulocito-
macrofago
IFN = interferon TNF = fator de necrose tumoral

TGF = fator de transformacdo de crescimento

Fonte: pagina Microbiologia e Imunologia on-line, Citocinas e Imunorregulagéo, capitulo 13
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3 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS

O uso de compostos quimicos no auxilio para amenizacdo da dor e da inflamacéo €
uma necessidade da humanidade desde tempos mais remotos. A tentativa de controlar os
processos inflamatérios e a dor fazem parte dos objetivos mais primarios do homem.
Desde 1829, quando Leraux descobriu a salicilina e demonstrou o0s seus efeitos
antipiréticos, pesquisas sao realizadas com objetivo de desvendar a complexicidade do
processo inflamatorio (OLIVEIRA Jr. etal.,, 2007; CHAHADE et al., 2008).

Em 1875 o salicilato de sddio foi usado como agente pirético no tratamento da gota
e da febre reuméatica, os excelentes resultados do farmaco levou a producdo de um novo
composto chamado de Acido Acetilsalicilico (AAS). Um longo caminho de pesquisa foi
desencadeado e, em 1899, por Dresser, o AAS foi introduzido no mercado e ficou
conhecido como aspirina, sendo este termo utilizado e perpetuado ao longo dos anos
(OLIVEIRA Jr. et al, 2007; SOLOMON et al, 2007). No entanto, os estudos
demonstraram que o AAS promovia uma alta toxicidade gastrica e intestinal. Neste
sentido, a procura por substancias com efeito anti-inflamério e analgésico e menores
efeitos adversos, teve continuidade tendo por base a sintese de novos compostos a partir
do AAS. Através de novas pesquisas, surge em meados de 1950 a fenilbutazona, primeiro
anti-inflamatério ndo-salicilato (CHAHADE et al., 2008).

Atualmente diferentes farmacos vém sendo utilizados como potenciais agentes
antinflamatorios. Estes estdo divididos em dois grupos basicos, os anti-inflamatdrios

esteroidais e os anti-inflamatorios ndo esteroidais - AINES.

3.1 Anti-inflamatdrios Esteroidais

As drogas utilizadas como anti-inflamatdrios esteroidais, possuem mecanismo de
acdo que envolve o bloqueio da fosfolipase A2 na cascata do &cido araquiddnico (AA),
inibindo assim a formacdo de prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TX) e leucotrienos
(LT) (VANE e BOTTING, 1987).

Segundo Miller, Stanton e Derery (2001) o uso constante e prolongado destes

farmacos para o tratamento de doencas inflamatdrias promove imunossupressdo e
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predisposicdo a infecgBes nos individuos que utilizam este tratamento. Outros estudos
ainda mostraram que 0 uso continuo da cortisona e seus derivados diminui a producéo de
prostaglandinas, podendo causar ulceracdo gastrica e provoca aumento na retencdo de
sodio 0 que consequentemente pode gerar um quadro de hipertensdo arterial (CASTRO e
GODINHO, 2003). A predinisona, a hidrocortisona, a predinisolona e a dexametasona

sdo 0s principais representantes desta classe de moléculas.

3.2 Anti-inflamatdrios N&o-esteroidais

Os AINES compreendem uma série de componentes heterogéneo, que consiste em
um grupo é&cido funcional ligado a um ou mais anéis arométicos. Neste grupo, o principal
mecanismo de acdo envolve inibicdo especifica da cicloxigenase (COXs) e conseqlente
reducdo de prostaglandinas pela auséncia de conversdo do cido araquidénico. Os AINES
sdo classificados quimicamente como &cidos organicos fracos de atuacdo principal em
tecidos inflamados se ligando significativamente & albumina plasmética (OLIVEIRA Jr.
et al., 2007; SOLOMON et al.,, 2007). Uma caracteristica dos AINEs é que todos sdo
excretados predominantemente pela urina, apos serem convertidos em metabolitos
inativos pelo figado (KLIPPEL etal., 2001).

Os AINEs constituem um grupo, sendo na maioria agentes com agdo anti-
inflamatoria, analgésica e antitérmica combatendo assim 0s principais sintomas gerados
pela producdo de prostaglandinas. Esses farmacos sdao amplamente utilizados no combate
a agentes causadores de dor aguda cronica e febre. Desta maneira, sdo 0s medicame ntos
mais prescritos e usados pela maioria das pessoas no mundo inteiro, em conjunto com 0s
analgésicos e antitérmicos (HILARIO et al., 2006).

De acordo com Brasileiro Filho (2006) e Oliveira Jr. e colaboradores (2007) O acido
araquidonico é obtido através da dieta ou do acido linoleico e se apresenta em todos 0s
tecidos animais. As prostaglandinas séo substancias que apresentam diferentes funcdes
organicas. Estas moléculas, fazem parte de um grupo conhecido como eicosandides
derivados do metabolismo do acido araquidonico e liberados de fosfolipideos de

membrana de células lesadas por agdo catalitica da fosfolipase A2 (figura 5).
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Figura 5. Producéo de prostaglandinas a partir do acido araquiddnico.
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Fonte: Adaptado de BRASILEIRO FILHO (2006)

As enzimas COX-1, COX-2 e hidroperoxidase catalisam as etapas sequenciais de
sintese de prostandides, enquanto as lipoxigenases transformam o &cido araquiddnico em
LT e outros compostos mostrados na figura -- (BRENOL et al., 2000; OLIVEIRA Jr. et

al., 2007).

Figura 6. Formacdo de eicosanoides a partir de diferentes estimulos em COX-1 e

COX-2.
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De acordo com Rang e colaboradores (2007), as principais a¢6es farmacoldgicas dos
AINES compreendem atividade antipirética, anti-inflamatéria e analgésica, estas
caracteristicas os deixa na frente do ranking dos medicamentos mais usados hoje em dia.
Podemos encontrar no mercado mais de 50 diferentes AINES, no entanto, nenhum deles
possui a atividade de um farmaco ideal no combate dos sinais da inflamac¢do, uma vez que na
sua maioria promovem inibicdo ndo seletiva da COX. Segundo Palaska e colaboradores
(2002) nesta classe de farmacos estdo inclusos diversos grupos, como os salicilatos (ex.
aspirina), os derivados do acido propibnico (ibuprofeno), os derivados indolacéticos
(indometacina e diclofenaco); os oxicans (piroxican e meloxican) entre outros.

Os efeitos colaterais gastricos e extragastricos provocados pelos AINES, ocorrem devido
a inibicdo da COX, caracteristica essa que os tornam medicamentos anti-inflamatérios. A
enzima COX-1 esta envolvido nos processos fisiologicos, enquanto o que enzima COX-2 é
induzida pela presenca de PGs liberadas por processos inflamatorios. Essa diferenca foi de
fundamental importancia para a busca e desenvolvimento novas drogas anti-inflamatérias
com efetividade na COX-2 (TURINI; DUBOIS, 2002). A partir da descoberta que o
meloxican, AINE ndo especifico, possuia habilidade 10X maior de inibicdo da COX-2
quando comparado a COX-1 contribuiu a aceitacdo de uma droga com atividade analgésica
e anti-inflamatoria e ainda menor agressdo gastrica (RIOJA et al., 2002). A partir de estudos
com este farmaco, surgiram os medicamentos conhecidos como coxibs, AINEs seletivos da
COX-2. O desenvolvimento destes compostos tinha o intuito de prevengdo aos efeitos
adversos apresentados pelos AINES convencionais, evitando os danos gastrointestinais
devido auma baixa inibicdo de prostaglandinas gastroprotetoras derivadas da agcdo da COX-
1 e ainda permanecendo eficiéncia anti-inflamatoria (SINGH et al., 2004).

Os representantes coxibs, como: celecoxibe, rofecoxibe, eterocoxibe, lumiracoxibe,
paraminofenol, fazem parte de uma grande gama de compostos seletivos de COX-2. Porém,
apesar da eficiéncia, estudos demonstraram que os inibidores seletivos da COX-2 podem
promover hipertensdo arterial. Por aumentar os risco de enfarto do miocardio, o rofecoxibe,
o0 celecoxibe e o valdecoxibe tiveram seu uso suspenso e foram retirados de circulagdo (RAO,
CHEN; KNAUS, 2006;).
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Figura 7. Efeitos fisiologicos causados pelos produtos gerados a partir do acido araquid6nico pelas
enzimas COX-1 e COX-2 noorganismo.
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Fonte: http://biocolesterol.blogspot.com.br, Dez 2013

4 FISIOPATOLOGIA DA DOR

De acordo com Lee e colaboradores (2005) a dor € um processo pelo qual o
organismo entra em estado de alerta para perigos reais ou iminentes, induzindo reflexos
de coordenacdo e respostas comportamentais para que o dano seja 0 menor possivel aos
tecidos. Uma vez instalado o dano, alteracBes do sistemas nervoso periférico e central
estabelecem modificaces no aumento da sensibilidade, gerando dor no tecido lesado e
zonas adjacentes. Segundo Usunnoff e colaboradores (2006) o objetivo desta acgdo, reside
na protecdo da regido danificada até que haja o reparo total da lesdo. Apesar da acao
protetora, caso 0s danos atinjam as vias nervosas centrais ou mesmo periféricas, dores
persistentes podem ser desencadeadas acarretando em sofrimento e nenhum beneficio
biologico.

A Associacdo Internacional para o Estudo da dor (IASP) define ador como sendo
uma experiéncia sensorial desagradavel associada ao fator emocional gerada por dano
tecidual (IASP, 1979). Nasser e colaboradores (2004) definiram a nocicep¢do como sendo
0 mecanismo de transmissdo neurofisiologico especifico do nervo ndo envolvendo a dor

psicolégica.


http://biocolesterol.blogspot.com.br/
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Por apresentar influéncia dos fatores emocionais, ambientais e a experiéncia
pessoal, a sensacdo de dor torna-se de dificil percepcdo e consequentemente apresenta
dificuldades para o tratamento clinico (JULIOS; BASBAUM, 2001; CALVINO, 2006).

A expressdao de dor é varidvel quando consideramos individuos distintos, ou
mesmo com diferencas culturais (COLLINS, 1978; STEEDS, 2009). Segundo a
Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor - SBED (2005) a dor caracteriza a principal
razdo da procura aos consultorios médicos. Publicagbes de Teixeira (1995) ja relataram
que no Brasil mais de 70% da populacdo que procura ajuda médica sofre de dor e que
mais da metade dos individuos portadores da dor tornam-se total ou parcialmente
incapacitados para atividades rotineiras transitoria ou permanentemente. Nos ultimos 30
anos, as pesquisas em dor tem-se revelado mais intensas no intuito de minimizar 0s
sintomas e diminuir ataxa de mortalidade causadas poresta doenga (YENG; TEIXEIRA,
2005).

4.1 Mecanismo da Dor

Um complexo conjunto de vias periféricas captam mensagens ambientais que sao
codificadas em potencial de agdo e transmitidos através das fibras aferentes de ordem
primaria, secundaria e terciaria ao sistema nervoso central -SNC (SBED, 2005; STEEDS,
2009). Os nociceptores sdo terminagdes nervosas livres presentes em fibras mielinicas do
tipo “A-0” e as amielinicas do tipo “C”. A atividade nociceptiva ¢ modulada através da
acdo de compostos algiogénicos (SMIDERLE, 2008). Estes promovem o estado de
hiperalgesia termomecénica e pela vasodilatacdo observada em lesGes mecanicas,
inflamatorias e isquémicas.

O mecanismo de percepcao da dor, pode ser dividido em trés tipos: a) transducdo
-fendmeno pelo qual os nociceptores sdo ativados atraves de estimulo mecanico, térmico
ou quimico; b) transmissdo - conjunto de nervos pelos quais o impulso nervoso, gerado
ao nociceptor, se propaga até 0 SNC e ¢) A modulagdo - processo de supressdo da dor
ativado pelas prdprias vias nociceptivas (VANDERMEULEN, 2000).

Neste contexto a dor pode ser entendida por trés diferentes formas: a dor de origem

nociceptiva, a dor de origem inflamatéria e a dor origem neuropatica.
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A dor nociceptiva resulta da ativacdo de nociceptores primarios, aqueles cuja
funcdo esta intimamente ligada a percepc¢do de dor para protecdo da area tecidual lesada.

A dor inflamatéria é decorrente da liberacdo de mediadores quimicos na regido
lesada, independentemente do tipo de inflamacdo ocorrida.

E a dor neuropética: origina-se de lesdes que atingem 0s nervos periféricos e

centrais e de neurdnios. Este tipo de manifestacdo dolorosa é acompanhada por dor
intensa e espontanea e por dor provocada por leve estimulo.
Segundo Zeilhofer (2007) Quando a dor inflamatéria e neuropética excedem a causa
primaria, a dor pode se tornar cronica, o que é caracterizado pela constante sensibilagcdo
do nervo em produzir um potencial de acdo traduzido como dor, ou seja a resposta ao
estimulo doloroso ndo é proporcional a intensidade da agressdo caracterizando a
hiperalgesia ou estimulos antes considerados in6cuos agora sdo percebidos como
dolorosos o que € conhecido como alodinia (KRAYCHETE, 2006).

Figura 8. Mecanismos da dor nociceptiva e inflamatéria

Fonte: ACUPUNTURA DE CHAKRA, Jan 2014


http://etnomedicina.blogspot.com.br/2013/06/acupuntura-de-chakra.html
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5 NEOPLASIAS

As neoplasias s@o caracterizadas por desordens do processo de divisdo celular,
como por exemplo proliferacdo descontrolada a autbnoma. Alguns genes estdo
envolvidos na regulacdo do crescimento e diferenciacdo celular, consequentemente
alteracOes nestes genes levam ao descontrole nos mecanismo de regulagéo do ciclo celular
promovendo a célula perda ou reducdo da capacidade de diferenciagdo (BOGLIOLO e
BRASILEIRO FILHO, 2006).

Células integras apresentam mecanismo de regulacdo e reconhecimento normais e
boa aderéncia tecidual. O nlcleo se apresenta sem alteracfes morfologicas dentre outras
caracteristicas. Enquanto, que células cancerigenas apresentam independéncia dos fatores
de crescimento, perda de inibicdo por contato o que leva a tumorigénese, perda do
controle de apoptose e imortalidade (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Alteracbes de
membrana, citoplasma e nicleo, séo visiveis e marcantes em células cancerigenas, como
perda de adesividade e mudanca superficial de antigenos da membrana, aumento da
relacdo nlcleo-citoplasma e anormalidades no tamanha da célula. Entre as caracteristicas
mais marcantes estdo as anormalidades nucleares, como: hiperploidia, multiplicidade
nuclear, hiperplasia e nucléolos mais visiveis (APTSIAURI, 2007).

A carcinogénese € conhecida como o desenvolvimento neoplasico a qual é
entendida como um complexo processo que envolve as etapas de iniciacdo, promocao e
progresséo celular.

A iniciacdo caracteriza-se por um desvio permanente do genoma por um agente
oncoiniciador, que por sua vez faz com que a célula torne-se menos controlavel pelos
fatores de crescimento, indutores da diferenciacdo celular ou a morte programada.
Agentes carcinogénicos possuem alta atracdo aos compostos nucleofilicos, como os
acidos nucléicos DNA e RNA e proteinas (KUMMAR, 2005).

A promogdo consiste na proliferacdo da célula ja iniciada devido a interagdo de
fatores de crescimento e citocinas aos seus receptores. De forma lenta e gradual, a célula
mutada, transforma-se em uma célula maligna e a formacdo de clones e desordem tissular
é estimulada pela presenca dos oncopromotores. Fendis e Esteres de forbol sdo bem
conhecidos como agentes promotores (SILVA e HARTMANN, 2006) Esses agentes

cancerigenos provocam a irritacdo tecidual e reacdo inflamatoria, no entanto, uma vez
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afastados podem cessar o0 processo de promocdo (BOGLIOLO e BRASILEIRO FILHO,
2006).

A etapa de progressdo estd relacionada ao acUmulo de diversa98s modificacdes
bioldgicas e agressividade celular aumentada, que por sua vez promove a proliferacdo
celular descontrolada e disseminacdo da célula maligna através de metastase, processo
este irreversivel. A evolucdo do tumor possui intima relacdo a resposta imunitiria e
fatores hormonais do hospedeiro (BOGLIOLO e BRASILEIRO FILHO, 2006).

Objetivando um tratamento com eficiéncia para o cancer, varias formas terapéuticas
tém sido desenvolvidas, como: cirurgias, radioterapias e quimioterapia (GUIDA et al.,
2008; REINER et al., 2008). No entanto, a busca da terapia com novos agentes quimicos
tem despertado o interesse dos pesquisadores uma vez, que essas substancias possuem
espectro de acdo no bloqueio do desenvolvimento da célula cancerigena ou mesmo sua
destruicdo, agindo através de uma grande variedade de mecanismo celulares. Enquanto
gue os métodos com radionuclideos e ou cirlrgicos sao efetivos para tumores sélidos, no
tratamento de tumores disseminados, atuam apenas de forma paliativa. Por essa
especificidade, a quimioterapia é mantida como escolha no tratamento de diversos tipos
de cancer, apesar de seus efeitos toxicos e ndo seletivo por células mutadas ser um fator

limitante no uso dos agentes quimioterapicos (BAXEVANIS et al., 2009).

5.1  Epidemiologia do Cancer

Hoje o céncer se apresenta como um dos grandes Vildes da satde publica, sejaem
paises em desenvolvimentos ou mesmo 0s desenvolvidos. O ndmero de casos de
neoplasias malignas torna-se crescente em nivel mundial. Pesquisas mostraram que no
ano de 2000 foram contabilizados 4,7 milhdes de novos casos em mulheres e 5,3 milhdes
de casos de cancer em homens. Mais de 6 milhdes de pessoas foram vitimas fatais do
cancer e deste valor mais da metade foram do sexo masculino. Dentre todos os tipos
de causa de morte, o cancer foi responsével por 12 % de casos (INCA, 2012).

Se a atual tendéncia de cancer continuar, estima-se que daqui a duas décadas a
incidéncia da doenca tenha aumento consideravel em mais de 50 % no ndmero de casos.

Sédo estimados cerca de 24 milhdes de casos prevalentes no mundo. Paises como Estados
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Unidos, Alemanha, Franga, entre outros ranqueiam a maior incidéncia de cancer entre os
paises desenvolvidos, enquanto que paises de baixa qualidade de vida como alguns no
leste asiatico e africanos abrigam os mais altos indices de cancer dentro do grupo de paises
em desenvolvimento. Em uma escala crescente destacam-se o cancer de pulmdo, o cancer

de mama feminino, o céncer de colon e reto sequido do cancer de estdmago.

Figura 9. Mortalidade proporcional por cancer no Brasil entre 1980 e 2011
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Fonte: Inca, 2012

No Brasil, a incidéncia de cancer tem chegado a niveis cada vez maiores em
decorréncia da modificacdo demogréafica sofrida pela populacdo, como por exemplo,
aumento da expectativa de vida e maior crescimento do nimero de idosos, bem como
diminuicdo da taxa de fecundidade. Com estas mudangas, esta-se tornando cada vez

mais frequente a presenca de doencas cronico-degenerativas na populacdo, dentre as

quais destaca-se o cancer. (INCA, 2012)

Figura 10. Anos potenciais de vida perdidos porcancer. Considerando 1000 habitantes de todas
as capitais entre 1980 e 2011. APVP — Anos potenciais de vida perdidos; TAPVP —Taxa de anos

potenciais de vida perdidos.
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Faixa etaria APVP TAPVP
01-04 anos 441.408 5,08
05-09 anos 414.128 3,81
10-14 anos 354.046 317
15-19 anos 442 185 3,81
20-29 anos 1.063.260 471
30-39 anos 1.961.916 10,78
40-49 anos 3.698.486 27,67
50-59 anos 4.847.664 54 36
60-69 anos 3.694.432 65,95
70-79 anos 1.021.784 35,04
Total 17.939.309 15,75

Fonte: Inca, 2012

5.2 Morte Celular

Segundo Kroemer (2009) a morte celular € determinada quando uma célula perde
sua atividade metabdlica, tornando deficiente a manutencdo e o transporte da membrana
plasmatica, acimulo de ions Na* no interior do citoplasma e consequentemente,
desequilibrio osmético, levando a uma completa disfuncdo do metabolismo celular.

O desenvolvimento e a manutencdo dos seres vivos dependem da atividade celular
e de como essas células realizam suas fungbes metabolicas entre o crescimento de uma
célula viavel e a morte de uma célula defeituosa para manter o equilbrio homeostatico
do sistemas fisiologicos de um organismo (MEIER; FINCH e EVAN, 2001).

Os mecanismos de morte celular podem ser definidos de acordo com caracteristicas
bioquimicas e morfoldgicas e conhecidos principalmente por apoptose, autofagia e
necrose (OKADA E MAK, 2004; CASTEDO, 2004).

De acordo com Evan e Littlewood (1998) a tumorigénese esta intimamente

relacionada as alteracdes nesse mecanismo de controle da morte celular.
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5.3  Tipos de Morte Celular

5.3.1 Necrose

A necrose é considerada um processo de morte em resposta a injuria celular, no
entanto, durante o processo necrotico, células vizinhas sofrem agressdo pelo contato com
0 conteldo intracitoplasmatico da célula que sofreu necrose, desencadeando assim o
processo inflamatorio local. O extravasamento do material citoplasméatico se da, uma vez
que a membrana plasmatica perde sua integridade, fica sem capacidade de controle
osmotico o que resulta em aumento do volume celular e ruptura, gerando extravasame nto
das enzimas hidroliticas lisossomais. Outras caracteristicas comum presente em células
necroticas € a formacdo de agregados de cromatina (ZIEGLER e GROSCURTH, 2004).

5.3.2 Apoptose

A apoptose apresenta alteracGes morfoldgicas bem coordenadas e definidas, ndo
sendo considerada uma resposta acidental (LOCKSHIN e WILLIAMS, 1964). Essas
alteraces sdo iniciadas pela retracdo da célula, causando perda da aderéncia, seguida de
condensacdo e marginacdo do material nuclear a carioteca. Na sequéncia sdo formadas os
“blebs” (prolongamentos da membrana plasmatica) e o nucleo inicia um processo de
desintegracdo (EVAN, 2001).

Ao se romper, 0s blebs dao origem aos corpos apoptéticos que posteriormente sdo
digeridos por células fagociticas. Este processo de morte celular, quando ndo acontece de
forma exagerada, ndo gera nenhum dano tecidual local nem promove nenhum tipo de
resposta inflamatoria, uma vez que todo material intracelular permanece envolto por

membrana plasmatica, Vvisto que esta ndo perde sua integridade (ZIEGLER e
GROSCURTH, 2004).
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Por possuir essas caracteristicas distintas e ao mesmo tempo benéficas, 0 processo

de apoptose é utilizado como mecanismo de controle homeostatico frente a diversas

situacOes organicas, como na organogénese, atrofla organica, hematopoiese normal e
eliminacdo de células por agentes genotoxicos (RANGANATH e NAGASHREE, 2001).

Estudos realizados por Nicholson (2000) indicam que o0 mecanismo apoptético é tido

como uma resposta do sistema inato para defender o organismo contra células que iniciam

0 processo neoplasico e que varias substancias utilizados como quimioterdpicos induzem

esse tipo de morte celular.
Figura 11. Diferencas morfolégicas celulares entre os processos

de morte celular por necrose e apoptose.
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Fonte: Robbins e Cotran, 2005

5.4  Terapias para o Cancer

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer — INCA (2012), hoje em dia as

Cirurgias e procedimentos radio e quimioterapicos exibem as melhores respostas para o
tratamento do cancer. Todos essas terapias buscam a melhoria da qualidade vida, aumento
de sobre-vida do paciente e se possivel a cura. Para tumores localizados e em estagios
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iniciais as cirurgias ou a radioterapia ou ainda a juncdo das duas técnicas sdo as formas

de tratamento mais indicados e que alcangcam maior sucesso para esses tipos de tumor.

As intervengdes cirdrgicas podem ser realizadas em tumores em estagio inicial ou
avancado. Na primeira, a tentativa € de promover ao paciente maiores chances curativas
a partir da remocdo completa do tumor. Enquanto que na segunda, o procedimento €
realizado na tentativa de reducdo da massa tumoral, afim de evitar disseminagdo das

células mutadas, e associada a outro tipo de tratamento. (INCA, 2012).

Segundo o INCA (2012) a radioterapia é a técnica mais adequada para tumores
localizados e sélidos, uma vez que feixes radioativos sdo emitidos diretamente no tecido
afetado, fazendo com que essa terapia seja mais apropriada para este tipos de canceres.
Apesar de apresentar maior eficiéncia e rapidez na morte celular, a radiacdo ionizante
utilizada neste tipo de tratamento pode oferecer riscos ao paciente que se submete a este
procedimento, uma vez que células normais adjacentes a massa tumoral que sofreu a

emissdo radioativa, podem sofrer mutagdes e consequentemente expor o paciente a um
novo cancer. (INCA, 2012).

A quimioterapia baseia-se no uso de drogas com alto poder alquilante e
antimetabdlitos e apesar da existéncia de uma variedade de substancias quimicas
disponiveis para o tratamento do cancer, nem sempre se obtém sucesso na cura e os efeitos
adversos, ainda, sdo devastadores. Com isso, torna-se incessante a busca de novos

farmacos antitumorais mais efetivos e apresentem menos efeitos colaterais.
(SALGALLER; LODGER, 1998).

Dentre o0s agentes quimioterapicos utilizados no tratamento dos diversos tipos de
tumores, podemos destacar:

Agentes inibidores de mitose —evitam a formacdo dos microtibulos, uma vez que
inibem a sintese da tubulina (molécula proteica responsavel pela estruturacdo do fuso
acromatico), consequentemente ndo ha migracdo centriolar e a célula para na fase da
metafase (JORDAM; WILSON, 2004)

Antibidticos antitumorais/Agentes antimetabélitos - Substancias que interagem
diretamente com a molécula de DNA inibindo sua sintese e a interagdo com enzimas
reguladoras como atopoisomerase I, no entanto ndo possuem especificidade em nenhuma
fase dentro do ciclo celular (EFFERTH, 2007; INCA, 2012).
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Agentes alquilantes — compostos com poder de inclusdéo de um grupo alquil em
substitituicdo a um hidrogénio (INCA, 2012)
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Capitulo 2 - VH-25 um novo derivado tiossemicarbazénico induz a morte por

apoptose em leucemia promielocitica aguda.
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RESUMO

Objetivo:  Uma classe de compostos que atuam como agentes alquilantes polifuncionais e que tem
despertado grande interesse na quimica medicinal sdo os tiossemicarbazdnicos, por apresentar uma
atividade quelante. Este trabalho teve como objetivo verificar a atividade citotdxica de novos derivados
tiossemicarbazbnicos, e 0o mecanismo de morte celular de um derivado. Material e métodos: Foram
realizados testes citotoxicos de novos derivados tiossemicarbazonicos em linhagens de células
cancerigenas. O ensaio de citotoxicidade foi feito através do teste do MTT e 0s experimentos de mecanismo
de acdo incluiram o teste de exclusdo do azul de tripan, analise morfologia por coloracdo May-Grunwald -
Giemsa, Analise morfolégica por citometria de fluxo e marcagdo comanexina V-FITC e lodeto de propideo
analisados em citometria de fluxo. Resultados: Entre os derivados testados o VH-25 foi o0 que apresentou
melhor atividade citotoxica em células HL-60, sendo este o composto selecionado e a linhagem HL-60 foi
escolhida para os estudos de avaliagdo do mecanismo de a¢do. No teste do azul de tripan 0 M8A diminuiu
a viabilidade celular. A analise morfoldgica indicou que 0 VH-25 induziu as células a apoptose, mostrando
que o derivado esta induzindo as células a sofrerem apoptose pela externalizacdo da fosfatidilserina.
Conclusdo: Os resultados deste trabalho demonstraram que o derivado VH-25 é um agente anticancer
promissor.

Palawras chawe: Citotoxicidade, tiossemicarbazbnicos, apoptose.

1 INTRODUCAO

Atualmente o céncer é dito como uma doenca genética, pois durante seu
desenvolvimento passa por diversas instabilidades gendmicas que resultam na
acumulagdo de mutagcdes pontuais, delecdes, rearranjos cromossomicos complexos e
aneuploidias extensas (HARTWELLI, KASTAN, 1994). Dentre os principais agentes
antineoplasicos utilizados na quimioterapia estdo os alquilantes polifuncionais, o0s
antimetabdlitos, os inibidores mit6ticos, os antibidticos antitumorais entre outros (INCA,
2012).

Uma classe de compostos que atuam como agentes alquilantes polifuncionais e
que tem despertado grande interesse na quimica medicinal sdo os tiossemicarbazonicos,
por apresentar uma atividade quelante, para esta classe de moléculas sdo descritos uma
grande variedade de efeitos biologicos tais como, atividade antitumoral (FEUN et al
2002), Anti-protozoarica, (SHIPMAN-JUNIOR C et al, 1986), antiviral (TEITZ et al,
1994), antibacteriana (KASUGA et al., 2003) e citotoxica (KARAH et al., 2002) entre
outras, a atividade anticancer estd sendo sem divida a mais bem estudada. Modificacfes

estruturais podem manifestar atividades especificas, se tratando de compostos metalicos
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essa atividade pode ser modulada através do desenho do ligante ou através da escolha do
metal. (Beraldo, H. 2004).

O mecanismo de acdo bioldégico de derivados tiossemicarbazOnicos esta
relacionado a sua capacidade de formar complexos com céations metalicos, atuando como
agentes quelantes sequestrantes (BHARTI et al, 2003; HANG e BERTOZZI 2001). Sua
via de inducdo da morte celular envolve a inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase,
uma enzima importante na catalise dos dexorribonucleotideos utilizados na sintese do
DNA, impedindo assim o processo de divisio celular. (GOES e TENORIO, 2005). Esta
enzima vem sendo relacionada como um alvo promissor na terapia do cancer e doencas
protozoarias. Moléculas inibidoras desta enzima sdo extremamente efetivos no bloqueio
a sintese do DNA. A gentamicina e a hidroxiuréia s&o os Unicos inibidores desta enzima
aprovados pela “Food and Drugs Administration (FDA)”. (GOES e TENORIO,2005).

Entretanto alguns autores sugerem que o mecanismo de acdo desta classe de
moléculas € ainda complexa, embora possam se apresentar como ligantes versateis tanto
na forma neutra quanto na anidnica, podendo formar ligacdo coordenada com metais
através do atomo de enxofre e do atomo de nitrogénio azometina (C=N) podendo
apresentar multiplos alvos. (GREENBAUM et al 2004). Entre os principais efeitos
descritos relacionados atividade anticancer de derivados tiossemicarbazonicos em ordem
de descoberta sdo: inibicdo da ribonucleotideo redutase, (BROCKMAN, et al. 1970).
Producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), (SHAO, ZHOU, DI BILIO, 2006).
Inibicdo da topoisomerase Il (HALL, LOCKEY, KISTHER et al, 2000), Ruptura
mitochondrial, (YUAN, LOVEJOY, RICHARDSON, 2004). Inibicdo da proteina
resistente a multidrogas (MDR1), (LUDWING, SZAKACS, MARTIN,2006).

O processo de morte celular tem um papel fundamental no tratamento de vérias
doencas, pois através da modulacdo das vias de morte que varios farmacos promissores
estdo sendo desenvolvidos para doengas como o cancer, doenca isquémica e doenca
neurodegenerativas. Os mecanismos complexos que controlam a morte celular estéo
sendo mais bem compreendidos, 0 que torna cada vez mais evidente que diferentes vias
de morte celular tém um papel critico em multiplas doencas, inclusive o cancer (KEEP et
al, 2011).

As principais caracteristicas de uma célula que sofreu processo de morte celular
sdo: perda da integridade da membrana plasmatica, fragmentacdo celular ou a célula foi

englobada pelas células vizinhas. (KROEMER et al, 2009). A apoptose apresenta
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algumas mudancas bioquimicas caracteristicas como, a clivagem proteolitica por caspase
(RICCI, ZONG, 2006), externalizacdo da fosfatidilserina (PS) (FADOK et al, 1992),
mudangas na permeabilidade da membrana mitocondrial com perda do potencial de
membrana (KROEMER, REED, 2000; RICCI, ZONG, 2006), dentre outras.

Neste sentidlo 0s compostos tiossemicarbazonicos possuem um papel
fundamental, na inducdo da morte celular, pois provocam quelacdo de moléculas
importantes nas vias de sinalizacdo da necrose e apoptose. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade anticAncer de um novo composto tiossemicarbazonico e 0s

mecanismos de inducdo da morte celular.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Substancias quimicas

Os compostos Semicarbazonicos e Tiossemicarbazdnicos foram sintetizados e
adquiridos pelo Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos (LabSINFA),
Departamento de Farmacia/UFPE em parceria com o Laboratério de Bioensaios e
Pesquisa de Farmacos (LBPF), Departamento de Antibioticos/UFPE.

2.2  Material Biologico

As linhagens celulares de cancer humano foram obtidas do Banco de Células do
Rio de Janeiro e mantidas para cultivo no Laboratorio de Cultura de Células do
Departamento de Antibidticos da UFPE. As linhagens trabalhadas foram Carcinoma
mucoepidermoide de pulmdo (NCI-H292), Adenocarcinoma e carcinoma de mama
(MCF-7), Células tumorais derivadas de carcinoma laringeo humano (HEp-2) e Leucemia
promielocitica (HL-60). O meio de cultivo foi DMEM (NCI-H292, HEp-2) e RPMI
(MCF-7 e HL-60), suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos.
As células foram mantidas e incubadas emestufa (HF 212 UV) a 37° C e atmosfera Umida
contendo 5% de CO2. A absorbéncia foi medida a 560nm em leitor de microplacas

(Modelo 3550 BIO-RAD, Inc.). Os experimentos foram analisados através de suas médias
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e respectivos erros padréo, realizados em triplicata. Células ndo tratadas (controle) foram
consideradas como absorbancia de 100% de viabilidade celular (ANDRIGHETT -
FROHNER et al., 2003). O gréafico da absorbancia X log da concentragdo e determinadas
suas Clso e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%), a partir de regressdo nao

linear, utilizando o programa prisma versao 5 (Graph Pad Prism software versdo. 5.0.)

2.3 Testedo MTT

A citotoxicidade dos derivados tiosemicarbazbnicos e semicarbazbnico foi
determinada através do ensaio colorimétrico do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
brometo tetrazolico (MTT), segundo Mosmam (1983) utilizando quatro linhagens de
células tumorais humanas: HL60, MCF-7, NCl e HEP. Foram montadas duas placas para
leituras nos tempos 24 e 72 horas. As amostras VHO02, VHO08, VH21, VH25, VH28 e
LS18A foram adicionadas em dose unica na concentragdo de 25 pg/mL. Para efeito de
comparacgao da atividade citotoxica foi utilizada a doxorrubicina (3,0 pg/mL) como droga
de referéncia. As linhagens celulares foram semeadas em placas de 96 pogos nas
concentracdes de 2 x 10° células/mL (NCI-H292, MCF-7 e HEP) e 0,3 x 10° células/mL
(HL 60). Na sequéncia os compostos VH02, VH08, VH21, VH25, VH28 e LS18A
totalmente dissolvidos em dimetilsufoxido (DMSO) sofreram uma diluicdo seriada nos
meios DMEM e RPMI para obtencdo das concentracdes (0,048 - 25 ug/mL1), foram
adicionados 100 pl/poco de cada concentracdo. As amostras foram colocadas em
duplicata. Apos 24 e 72 horas de incubacdo, o sobrenadante foi aspirado e adicionados
150uL de solugdo do MTT (Sigma-Aldrich®) na concentracdo de 5 mg/mL1. As placas
foram incubadas a 37° C por mais 3 horas, passado esse tempo foram adicionados
100uL/pogo de DMSO para precipitar o Formazam (ALLEY, et al., 1988; MOSMAM,
1983).

2.4  Viabilidade celular (teste de exclusdo pelo azul de tripan)

Células HL60 foram incubadas em placa de 24 pocos com o composto VH25 nas

concentragdes da Clso de doxorrubicina (1,0 pg/mL) e duas vezes esse valor (2,0 pg/mL)
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por periodo de doxorrubicina. Para efeito comparativo foi utilizada a doxorrubicina (3,0
pg/ml) como droga de referéncia, tanto o controle quanto o composto teste nas diferentes
concentragdes foram feitos em triplicata.

Apos incubacdo com a doxorrubicina, foram removidas aliquotas 90pL da
suspensdo celular de cada poco e adicionado em eppendorf contendo 10 pL do azul de
tripan. Células ndo-vidveis e viaveis foram analisadas por microscopia éptica e contadas
em camara de Neubauer. Os dados foram analisados através da média e do erro padrao
de trés experimentos independentes. Foram verificadas diferencas significativas entre os
grupos através da comparacdo da andlise de variancia (ANOVA), sequida pelo pds-teste

de Newman-Keuls, para nivel de significancia de 95% (p< 0,05).

2.5  Anélise morfoldgica (May-grunwald-giemsa)

Células HL-60 foram incubadas com doxorrubicina em placas de 24 pocos huma
concentracdo de 0,3 x 106 (Células\mL) com o composto VH25 nas concentracdes de 1,0
e 2,0 yg/mL. Para efeito comparativo foi utilizada a doxorrubicina (0,3 pg/mL) como
droga de referéncia e DMSO (0,1%) como controle negativo, tanto os controles quanto o
composto teste nas diferentes concentracGes foram feitos em triplicata. Apds o periodo
de 24 h as células foram analisadas em microscopio de inversdo (Modelo: WILD MPS
11/ Herbrugg Switzerland, LEITZ). Para confec¢do das laminas foram retiradas aliquotas
de 50 YL das diferentes amostras de suspensdo celular e colocadas em centriffuga de
lamina (cytospin), numa rotacdo de 1200 rpm por 5 minutos. Apds adesdo das células na
lamina esta foi embebida em metanol por 10 segundos para fixacdo e posterior coloragédo
em May-grunwald e Giemsa por 10 segundos respectivamente. O teste de coloracdo
diferencial por May-grunwald-giemsa permite a visualizacdo da integridade celular pela
analise morfoldgica do citoplasma e nlcleo, uma vez que, hd interacGes eletrostaticas
entre moléculas alvo e os corantes eosina (corante &cido) e o azul de metileno (corante
bésico). Por permitir uma boa visualizacdo de alteracGes das caracteristicas nuclear e
citoplasmatica, este teste € bastante aceito para estudos que comparam o0 mecanismo de
acdo da morte celular entre apoptose e necrose. As laminas das linhagens tratadas,
controle e padréo foram analisadas por microscopia Optica e as alteragdes morfologicas

foram comparadas ao grupo ndo tratado (controle negativo) e realizadas fotomicrografias.
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2.6 Analise morfoldgica (citometria de fluxo)

Para detectar de forma quantitativa alteracdes na morfologia celular foi feito uma
analise morfoldgica em citometro de fluxo para visualizacdo de alteracdes no tamanho
celular e na granularidade/complexidade celular induzidas pelas drogas teste utilizando o
citometro de fluxo BD Calibur (San Jose, EUA) através da aquisicdo de 20000 eventos.
Dois experimentos independentes, em duplicata, foram realizados e os dados foram
analisados pelo software CellQuest BD (San Jose, EUA).

2.7  Anexina V-FITC/ lodeto de propidio

As células HL-60 (0,3 x106) foram marcadas com iodeto de propidio (Pl) e
anexina V usando o kit de deteccdo de apoptose anexina V-FITC (eBioscience, San
Diego, EUA). O experimento foi realizado de acordo com as instrucdes do fabricante
utilizando um citometro de fluxo BD Calibur (San Jose, EUA) através da aquisicdo de
20000 eventos. Dois experimentos independentes, em duplicata, foram realizados e os
dados foram analisados pelo software CellQuest BD (San Jose, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio de citotoxicidade em células tumorais

O estudo do efeito citotoxico realizado através de teste do MTT, em linhagens de
células tumorais humanas: NCI-H292, MCF-7, HEP e HL-60 demonstrou um perfil de
atividade citotoxica em todos os compostos testados em pelo menos um tipo celular, com
excecdo do derivado VH21 que ndo apresentou atividade frente anenhuma das linhagens
testadas. O espectro de agdo dos compostos VHO2, VHO8, VH28 e LS18A foram baixos,
apresentando percentual de inibicdo que variou entre 0,5% e 25%. O composto VH25
apresentou baixa atividade de inibicdo para as linhagens celulares MCF-7 (44,27), NCI-
H292 (35,17) e HEP (46,23), no entanto para a linhagem de HL60 os resultados foram

bastante animadores, mostrando alto percentual de inibicdo do crescimento celular (79%).
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Todos os resultados estdo expressos na tabela 1. A doxorrubicina foi utilizada como
substancia padrdo para efeito comparativo da atividade de inibicdo do crescimento

celular.

Tabela 1 - Resultados do efeito inibidor do crescimento celular sobre as linhagens de HL-60, MCF-7, NCI-
H292 e HEP. Todos os compostos foram testados na concentracdo de 25ug/mL. Os resultados estéo
expressos como percentual de inibicdo + erro padréo.

Linhagem celular

AMOSTRA HL60 MCF-7 NCI-H292 HEP

% Inib+tEP % Inib+EP % Inib £ EP % Inib £ EP
VHO02 0,00 + 0,00 0,51 + 2,68 0,00 = 0,00 11,19+ 0,40
VH08 0,00 £ 0,00 16,77 + 3,32 0,00 £ 0,00 25,34 + 5,66
VH21 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00
VH25 78,60 + 2,10 44,27 + 3,75 35,17 + 2,57 46,23 + 5,80
VH28 0,00 = 0,00 12,75+ 1,34 22,18 +1,51 4,04 +1,89
LS18A 0,00 £ 0,00 5,34 + 1,07 8,05 + 0,68 0,00 + 0,00
DOX 91,06 + 3,04 62,23+ 0,72 85,67 £ 2,00 80,07 + 0,49

Diversos derivados tiossemicarbazonicos com atividade citotoxica séo relatados na
literatura, (REIS, et al, 2010; SILVA, et al 2010, FERRAZ et al, 2009; MENDES et al,
2009). No entanto alguns trabalhos mostram uma atividade citotoxica mais evidente em
células leucémicas (REIS, etal, 2010; FERRAZ et al, 2009). Este resultados corroboram
com os resultados descritos acima onde o melhor resultado com a droga VH25 ocorreu
em células HL-60.

Na determinagdo da Clso foi utilizada a linhagem celular HL60, uma vez que esta
apresentou o melhor percentual de inibicdo atraves do teste do MTT. Foram determinadas
duas curvas padrdo para o derivado VH25 nos tempos 24 e 72 horas (fig 1), apresentando
boa atividade em ambos os periodos. A determinacdo da Clso no tempo de 24 horas foi
realizada, uma vez que os testes de mecanismos de acdo necessitam desse resultados para
serem concluidos. A doxorrubicina foi usada como substdncia padrdo para os efeitos
comparativos e apresentou citotoxicidade menor que 1pg/mL. Os resultados estdo

apresentados na tabela 2.
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Figura 1 - Determinacdo da curva padrdo para o produto VH25 nos tempos de 24 e 72 horas.
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Tabela 2 - Determinagdo da Clso (concentracdo em pg/mL com capacidade de inibicdo de 50% do
crescimento da populagdo celular) do derivado VH25 frente a linhagem de células HL60, realizado pelo
testede MTT. Os resultados foram avaliados nos tempos de 72 e 24 horas. Intervalo de confianca de 95%.

Substéncia Linhagem ICs0 pg/mL Int. Conf. 95% Tempo
0,23 0,21-0,25 72 h
VH25 HL 60
1,07 05-24 24 h
DOX HL60 0,02 0,01-0,02 72 h

Para estudos que visam 0s mecanismos de acdo de novas drogas anticancer, €
necessario realizacdo do teste de citotoxicidade in vitro. De acordo com estudos
demonstrados por BERRIDGE (2005), o teste do MTT é um ensaio de boa escolha para
realizacdo dos experimentos de citotoxicidade celular. A atividade citotdxica é o primeiro
ensaio para avaliar a atividade de candidatos a farmacos anticancer (ISO 10993, 2005;
ROGERO et al, 2003). O NCI (Instituto Internacional de Cancer) preconiza que, uma
substancia é considerada citotoxica quando sua Clso esta abaixo da concentragcdo de 5
pg/mL.

Estudos realizados com compostos Tiossemicarbazénicos sdo apontados no meio

cientifico por terem sua atividade comprovada em diversas patologias, como: neoplasias
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malignas (FEUN et al 2002), atividade antiviral (TEITZ et al, 1994) e antibacteriana
(KASUGA et al., 2003), entretanto ainda sdo escassos 0s estudos referentes as suas
propriedades citotoxicas e anticAncer, tornando esta pesquisa uma importante
contribuicdo para descoberta de novos farmacos com atividade antitumoral e elucidacédo

do mecanismo de acdo na citotoxicidade celular.

3.2  Teste de viabilidade celular pelo teste de excluséo por azul de tripan

Para determinacdo da viabilidade celular foi realizado o ensaio de exclusdo por
azul de tripan no tempo de 24 h. O valor da Clso (1,07 pg/mL) foi arredondado para
facilitacdo dos calculos e utilizagdo no teste. Portanto, as concentragBes foram 1x Clso
(1,00 pg/mL) e 2x Clso (2,00 pg/mL). Houve reducdo do crescimento celular em 71% nas
células incubadas na concentracdo de 1,00 pg/mL, enquanto que para a concentracdo de
2,00 pg/mL houve uma inibicdo do crescimento em 77% em relacdo ao controle. A
doxorrubicina utilizada como droga de referéncia mostrou sua atividade promovendo
reducdo do crescimento das celulas em 73%. Os resultados do percentual de inibicdo estéo
expressos na figura 2.

Figura 2 - Efeito do composto VH25 em cultura de células HL60 para determinacdo da viabilidade celular
através do método de exclusdo por azul de tripan no tempo de 24 h. DMSO foi utilizado como controle
negativo e a doxorrubicina como droga de referéncia padrédo. Os resultados estdo expressos como média +

EP de trés experimentos independentes.P <0,05. Andlise de variancia (ANOVA), seguidade pds -teste de
Newman-Keuls para compara¢do multipla.
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O teste de exclusdo do corante azul de tripan estuda a permeabilidade da
membrana plasmatica (BARILE, 1994). Portanto, mesmo a membrana sendo lisada por
um agente citotoxico, organelas citoplasmaticas ainda podem manter sua atividade
fisiologica, bombeando o corante para fora da célula (VALADARES, et al, 2007). As
células em apoptose mantém suas membranas integras durante quase todo o processo até
a sua morte, diferentemente das células necrdticas que morfologicamente apresentam
perda da integridade da membrana, a célula fica tdrgida e o DNA é degradado
aleatoriamente (CHAO, et al, 2010; HENRIQUEZ et al, 2008). Os resultados mostram
que a droga VH25 diminui a viabilidade celular nas duas concentracBes testadas.

3.3  Analise morfoldgica — May-grunwald-giemsa

Apos periodo de incubacdo celular por 24 h a analise morfoldgica das células de
linhagem HL-60 realizada por microscopia optica, em coloracdo diferencial May-
grunwald-giemsa, foi possivel verificar caracteristicas da apoptose em estagios diferentes
na populacdo de células tratadas com o composto VH25.

Os resultados estdo expressos na figura 3. As células do controle negativo
(DMSO) apresentam caracteristicas de uma célula neoplasica em suspensdo, como por
exemplo: nicleo aumentado, integridade da membrana nuclear e plasmatica, cromatina
descondensada e células ndo aderidas (figura 3a). No entanto, nas células incubadas com
a doxorrubicina utilizada como substancia padrdo (figura 3b), apresentam corpos
apoptoticos, picnose, células necréticas e fragmentadas. Estas caracteristicas sdo tipicas
de células em estagio de morte celular.

Os resultados apresentados para as células tratadas, tanto na concentrages da ICso
(1,00, figura 3c) quanto na concentracdo de 2x o valor da ICso (2,00L, figura 3d),
nesta Ultima parece ser mais expressivo a presenca de células em picnose, mostram que
este derivado tiosemicarbazbnico promove a inibicdo do crescimento celular por
estimular as células a morte, uma vez que sao vistas células em picnose (diminuicdo do
volume citoplasmatico e nuclear), condensacdo da cromatica e formacdo de corpos
apoptoticos. O mecanismo de morte celular provavelmente ¢é induzido pela ativacdo do

processo de apoptose.
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Figura 3 - Analise de células de linhagem HL60 por coloracdo diferencial May-grunwald-giemsa.
Fotomicrografias do controle negativo (DMSO) apresentando células neopléasicas tipicas: nucleo
hiperplasico, célula nao diferenciada, membranas nuclear e plasmatica integras (3a, setas finas), tratamento
com doxorrubicina (3b), células tratadas com o composto VH25 - 1,00 pg/mL (3c) e VH25 - 2,00 pg/mL
3d). Células normais (setas finas), Picnose (setas grossas), Corpos apoptéticos (setas tracejadas), Necrose
(pontas de setas).
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A analise morfoldgica diferencial permite a verificacdo das caracteristicas de uma
célula que mantem intacta sua integridade, quanto a definicdo nitida do delineamento
nuclear pela carioteca e citoplasmatico pela membrana plasmatica, em relacdo as células

que estdo em diferentes estagios de morte celular.

3.4  Analise morfologica (Citometria de fluxo)

A analise de granularidade/complexidade e tamanho celular indicou que as
alteracBes morfologicas apresentadas pelas duas drogas testes sdo compativeis com 0s

resultados da coloracdo diferencial May-grunwald-giemsa, pois a andlise feita em
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citometria de fluxo permite quantificar particulas em meio liquido que passam através de
uma fonte de luz. O desvio da luz estd diretamente relacionado com a estrutura e
morfologia das células que é determinada para cada particula que passe pela fonte de
excitacdo. A reducdo do tamanho das células resulta na diminuicdo do desvio de luz para
frente (FSC) e a condensagdo nuclear causa inicialmente um aumento transitorio no
desvio da luz para o lado (SSC) seguido de uma diminuicdo da SSC durante 0s estagios

finais da apoptose. (Shapiro, 1995).

Figura 4. Anaélise do tamanho/granularidade celular em citometria de fluxo foram contabilizadas 20.000
células por amostras em triplicata de dois experimentos independentes. O circulo preto indica a populacdo
de células viaveis.
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3.5  Anexina V-FITC / lodeto de propideo

Para confirmar processo de apoptose induzido pelo derivado VH25 nas células

HL-60, conforme evidenciado em experimentos anteriores, foi realizado a marcagdo com
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anexina e iodeto de propideo e quantificados por citometria de fluxo. Foram
contabilizadas cerca de 20.000 células por amostra. Os resultados mostram que a droga
VH25 nas concentragcdes de 1,0pg/mL induziu apoptose em 13% apoptose inicial e 6%
apoptose tardia com menos de 1% de células em necrose. Ja na concentracdo de 2,0ug/mL
houveram 20% de células em apoptose inicial e 13% em apoptose tardia com menos de
1% de células em necrose. O grupo controle apresentou cerca de 1% de células em
apoptose somando apoptose inicial e tardia (p< 0,05). O controle positivo, doxorrubicina,
apresentou cerca de 1% de células em apoptose inicial, 39% de células em apoptose tardia

e 57% de células em necrose.

Figura 5. Avaliacdo davia de inducdo da morte celular, utilizando marcacdo com Anexina V/ lodeto de
propideo. DMSO foi utilizado como controle negativo e a doxorrubicina como drogade referéncia padrao.
Os resultados estdo expressos como média + EP de dois experimentos independentes.P <0,05. Andlise de
variancia (ANOVA), seguidade po6s-teste de Dunnett para comparagdo mualtipla.
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Estes resultados sdo muito promissores visto que a VH25 induziu a morte celular
de forma quase que exclusiva pela via de apoptose de forma dose dependente. Quando
comparado com a doxorrubicina € possivel perceber que esta droga age mais pela via da
necrose (57%), enquanto que a droga teste nas duas concentracfes testadas apresentou
menos de 1% de células em necrose, resultado esse semelhante com o controle negativo
(fig. 4). Isto é importante visto que uma droga com atividade anticancer promissora
precisa apresentar sua via de inducdo de morte por apoptose, uma vez que esta é melhor
forma de eliminar células cancerigenas tendo em vista que ndo extravasa o conteldo
extracelular criando um foco inflamatorio no local, como ocorre na necrose.

Uma caracteristica bioquimica importante na deteccdo da apoptose é a
externalizacdo da fosfatidilserina presente na regido interna da bicamada lipidica
(BRATTON et al, 1997). A anexina V é uma proteina recombinante utilizada na
identificacdo deste evento, pois ela interage de forma especifica com os residuos da

fosfatidilserina (ARUR et al, 2003). O iodeto de propideo (IP) por sua vez, s6 consegue
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intercalar 0o DNA e marcar o nlcleo de vermelho se a membrana celular estiver
danificada, processo este que sO ocorre em células necroticas ou em apoptose tardia
(KUMAR, et al, 2004). A utilizacdo do teste da AnexinaV/lodeto de propideo foi
realizado com o intuito de se caracterizar bioquimicamente a indu¢do da apoptose.

Os resultados apresentados demonstraram que o derivado VH25 promove morte
celular quase que exclusiva por apoptose de forma dose dependente. O composto induziu
necrose em menos de 1% das células, resultado esse semelhante com o controle negativo.
Uma droga com atividade anticancer promissora deve apresentar, principalmente, uma
via de inducdo de morte celular com poucos danos adversos. A apoptose representa a
melhor forma de eliminar células cancerigenas uma vez que ndo extravasa o contetdo
extracelular criando um foco inflamatério no local, como ocorre na necrose.

Compostos tiossemicarbazonicos estdo amplamente relacionados a indugdo de
apoptose. Reis et al (2010) sugere que o efeito prdé-apoptdtico promovido por um
composto tiossemicarbazénico em HL-60 estd associado a diminuicdo da expressdo de
Bcl2 e Bel- XL e BerAbl. Ibrahim et al (2014), observou degradagdo do DNA nuclear em
quatro linhagens de células tumorais (MDA-MB-231, MCF-7, HT-29 e HCT-116)
induzida por um derivado tiossemicarbazbnico, esse resultado sugere que a apoptose € 0
principal mecanismo de morte celular promovido por esses compostos. Outros estudos
demonstraram efeito pro-apoptdtico induzido por cobre (1) e galio (I11) complexados a
tiossemicarbazonas (DA SILVA, et al, 2013; LESSA, et al, 2013). Estes trabalhos
corroboram com 0s nossos resultados onde, o derivado VH-25 induz a morte celular por

apoptose em células HL-60.

4 CONCLUSOES

Através do ensaio de citotoxicidade pode-se concluir que o derivado VH25
apresentou atividade citotoxica frente alinhagem HL-60 o que permitiu o seguimento dos
testes de mecanismo de agdo. Ostestes de mecanismo de agdo mostraram que 0 COMposto
VH25 induz apoptose em células HL-60, comprovado pelo teste de andlise morfoldgica
e confirmado através da externalizacdo da fosfatidilserina. Estes resultados sdo inéditos

para este novo derivado tiossemicarbazonico. No entanto mais estudos precisam ser
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realizados para identificar qual via de apoptose estd envolvida neste processo, assim como

ensaios que mostrem se a apoptose estd sendo dependente da via das caspases ou nao.
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RESUMO

Objetivo:  Avaliar o efeito anti-inflamat6rio e antinociceptivo e os possiveis mecanismos de a¢do de novos
derivados carbazbnicos. Material e métodos: Os modelos de permeabilidade vascular, bolsadear e edema
de orelha, foram utilizados para comprovacéo da atividade anti-inflamatéria. Carragenina e 6leo de créton
foram usados como agentes inflamatérios. Resultados: 0s compostos VH08 (3 mg/Kg) e VH02 (100
mg/Kg) inibiram em 80 % e 86% amigracdo de polimorfonucleares, 64% (VH02) os niveis de éxido nitrico,
MPO 34% e 28% (p<0,05) e 25% e 8% a permeabilidade vascular. Houve aumento da I1L-10 em 308% para
0s animais tratados com VH02 quando comparados ao controle. Conclusdes: houve atividade anti-
inflamatoria signifativa. Acredita-se que o efeito anti-inflamatério possivelmente esté relacionado a
atividade imunomoduladora, uma vez que houve reducdo da migragdo celular, dos niveis de NO e MPO e
aumento de IL-10, no entanto sdo necessarios mais estudos paramelhores esclarecimentos.

Palavras chawe: bolsa de ar. 6xido nitrico. Anti-inflamatério. tiossemicarbazonas. semicarbazonas.
interleucina.

1 INTRODUCAO

Estudos na area da farmacologia vem ganhando espago e contribuido para o
progresso da ciéncia e descoberta de novas drogas com atividades anti-inflamatéria e
analgésica mais modernas. Esses avancos tém sido possiveis gracas aos recentes
conhecimentos dos mecanismos moleculares da fisiopatologia das doengas,
principalmente na atividade de enzimas, canais i0nicos, receptores e modulagdo da
liberacdo de mediadores quimicos. Derivados carbazonicos tem sido relatados em
diversos estudos por sua atividade, anti-inflamatdria, antitumoral e antifingica (DOBEK
etal., 1980; KALINOWSKI et al.,2007; SMEE e SIDWELL, 2003) antimalarica (WEST
et al, 1993) e antichagasica (CARECETTO, 2000). Segundo Do campo (1990),
compostos Semicarbazbnicos e Tiossemicarbazdnicos possuem propriedades medicinais
com capacidade na inibicdo do crescimento de alguns organismos patogénicos. De modo
geral a atividade desses compostos pode estar relacionado a inibicdo enzimatica, interacao
com a molecula de DNA e ou inibicdo de sintese de DNA (BERALDO, 2004). Apesar da
grande versatilidade farmacoldgica apresentada por esta classe de compostos, diferencas
estruturais podem ocasionar manifestacdo especifica na atividade. Por isso a tentativa de
descoberta dos mecanismos de agcdo de novos derivados semicarbaznicos e

tiosemicarbazbnicos na atividade inflamatdria para sintese de farmacos mais seguros.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Drogas

Os derivados tiosemicarbazonicos VHO02 - (2E)-2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)
e VHO08 - (2E)-2-(4-fluorobenzilideno)hidrazinacarbatioamida, foram sintetizados e
adquiridos pelo Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos (LabSINFA),
Departamento de Farmacia/lUFPE/Recife-Brasil. Dexametasona foi comprada de Aché,
S&o Paulo, Brasil. EDTA foi adquirido a partir de Labtest, Sdo Paulo, Brasil. Kits ELISA
para TNF-o, IL-1B e IL-10 foram comprados de eBioscience, S&o Paulo, Brasil. Acido
acético glacial foi comprado de VETEC, S&o Paulo, Brasil. Tween 20, carragena, azul de
Evans e indometacina foram adquiridos da Sigma, EUA. O veiculo utilizado para dilui¢cdo

dos derivados carbazonicos foi solucdo aquosa a 2-5% de tween 20.

2.2 Animais

Foram utilizados camundongos adultos albinos swiss de variedade Mus muscullus,
machos, pesando entre 25 e 30g provenientes do Biotério do Departamento de
Antibiéticos da UFPE/Recife-Brasil. Os animais foram divididos em grupos de seis
animais/gaiola e mantidos sob controle de temperatura (22 =2 °C)e ciclo de claro/escuro
de 12/12h. Agua e comida foram disponibilizados sem restricbes. Antes do inicio dos
experimentos, 0s animais foram aclimatados ao ambiente por ao menos 30 min. Para
realizacdo das atividades anti-inflamatdrias e antinociceptivas os animais foram mantidos
em jejum por 4 horas antes de cada ensaio. Os experimentos foram conduzidos sob
processo 035663/2013-90 aprovado pelo comité de ética e experimentacdo animal da
UFPE e seguindo os principios éticos do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal) e asnormas do Instituto Nacional de Saude e Guia de Cuidados e Uso de Animais

de Laboratério.
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2.3  Teste de bolsa de ar subcutédnea induzida por carragenina

A formacdo de uma bolsa de ar na regido cervical dorsal dos camundongos se deu
através de injecdo subcutanea de 2,5 mL de ar estéril no 1° e 4°dia. No 7° dia, 0s animais
receberam veiculo (agua/tween 20 a 2%), indometacina (10 mg/kg), VHO2 (6,25, 25 e
100 mg/Kg) e VHO8 (0,12, 0,6 e 3 mg/Kg) por via oral (V.0.). As doses foram escolhidas
de acordo com o teste de toxicidade e resultados de teste piloto realizado em nosso
laboratorio. Decorridos 60 minutos da administracdo das drogas, injecdo de 1 mL de
carragenina (1%) dentro da bolsa de ar foi utilizada para induzir a inflamacéo. Apds 6
horas, os animais foram eutanasiados em camara de COz2, e as bolsas de ar lavadas com 3
mL de tampdo PBS/EDTA. A contagem de polimorfonucleares (PMNSs) foi realizada
utilizando contador hematolégico ABX Micros 60. Amédia do nimero de células brancas
contidas no exsudato inflamatdrio dos animais dos grupos tratados foi comparada com a
média do nimero de leucocitos dos animais do grupo controle definida como 100%. Os
exsudatos foram centrifugados e aliqguotas do sobrenadante foram utilizadas para
determinacdo dos niveis das citocinas TNF-o, IL-1f e IL-10 e quantificagdo dos niveis

da enzima mieloperoxidase (MPO) e do oxido nitrico (NO).

2.3  Edema de orelha induzido por 6leo de créton

Os camundongos receberam weiculo (&gua/tween 20 a 2%), dexametazona (10
mg/kg), VH02 (100 mg/Kg) ou VHO8 (3 mg/Kg) por V.O. 60 minutos antes da indugéo
da inflamacdo. Para promogdo do edema foram aplicados, na superficie externa/interna
da orelha direita, 20uL de solucdo de dleo de Croton (5%) dissolvido em acetona como
agente flogistico. A orelha esquerda recebeu 20 pL de solucdo agua/acetona (3/7) e foi
utilizada como controle. Decorridas 6 horas, os animais foram eutanasiados em camara
de CO2 e com utilizagdo de um Punch, discos de 6 mm de diametro foram retirados de
ambas as orelhas e imersos em tampédo fosfato/HTAB para posterior dosagem dos niveis
de MPO e NO. As médias das diferengas de pesos entre as orelhas direitas e esquerdas

demonstraram a formacdo e intensidade do edema.



92

2.3  Permeabilidade vascular induzida por &cido acético

Veiculo (agua/tween 20 a 2%), indometacina (10 mg/kg), VH02 (100 mg/Kg) ou
VH08 (3 mg/Kg) foram administradas por V.O. 60 minutos antes da aplicacdo do acido
acético. 30 min apoés inoculagcdo das drogas os animais foram anestesiados por solugdo
associada de quetamina (1mL/Kg) e xilazina (0,7mL/Kg), 10 min ap6s 0,2 mL de solucdo
corante de azul de Evans (1%) foi injetado no plexo retro-orbital dos animais. Decorridos
20 min da administracdo do azul de Evans, 0,5 mL de solu¢do de acido acético (1,0%) foi
injetado via intraperitoneal (I.P.) como agente flogistico. Passados 20 min 0s animais
foram eutanasiados em cadmara de CO2e2 mL de solugdo salina (0,9%) foram utilizados
para coleta do exsudato peritoneal, o qual foi centrifugado por 10 min em 2000 rpm. A
absorbancia do sobrenadante foi determinada por leitor de microplaca (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA) a 630 nm. A permeabilidade vascular foi

representada em DO/mL de corante contido na cavidade peritoneal.

2.3 Quantificacdo dos niveis de TNF-a, IL-1p e IL-10

Para realizacdo da dosagem das citocinas pro-inflamatérias TNFa, IL-1p e IL-10, 0s
exsudatos inflamatorios, recolhidos através da técnica do bolsa de ar subcutanea, foram
armazenados em freezer -40 °C. A quantificagdo dessas citocinas foi determinada pela
técnica de ELISA sanduiche, utilizando Kits especificos para camundongos. O protocolo
utilizado foi o mesmo recomendado no manual de instrugdes do fabricante (eBioscience,
San Diego, Califérnia, EUA).

2.3  Determinagdo dos niveis de MPO

Os niveis da enzima MPO foram determinadas a partir do exsudato da bolsa de ar
e homogenato do fragmento de tecido retirado no ensaio de edema de orelha, segundo
metodologia descrita por Rao et al. (1993). Usando reagentes convencionais, a
concentracdo de cada enzima foi estimada por meio de medida colorimétrica a 450 nm
através de leitor de microplacas ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey,

EUA) e os resultados expressos pela media da absorbancia/grupo.
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2.3 Quantificacdo dos niveis de NO

A concentracdo de Oxido nitrico (NO) foi determinada através de seus produtos de
degradacdo, nitritos (NO27) e nitratos (NO3") usando o método de GRIESS
(GIUSTARINI et al., 2008). Aliquotas de 50 pL, do exsudato inflamatorio coletado nos
teste da bolsa de ar e do homogenato de fragmento da orelha retirado no teste de edema
de orelha induzido por éleo de créton, foram colocados em placa de fundo chato de 96
pocos. Sob baixa luminosidade, 50 pL de reagente de GRIESS foi adicionado em cada
poco contendo amostra e a placa foi incubada por dez minutos em temperatura ambiente
e posteriormente lida em contador de microplaca ELISA (Organon-Tecknica, Roseland,
New Jersey, EUA) a540 nm. A curva-padrdo com concentracdes previamente conhecidas
de NO:2 também tiveram as suas densidades Oticas determinadas, permitindo a

quantificacdo dos valores de nitrito/nitrato em pM, com auxilio da equacao da reta.

3 RESULTADOS

3.1  Teste de bolsa de ar subcutanea induzida por carragenina

A partir do ensaio foi percebido que ambos os compostos testados, VHO8 (0,12;
0,6 e 3 mg/Kg) e VH02 (6,25 e 100 mg/Kg) revelaram causar influéncia na inibicdo da
migracdo de Leucdcitos PMNs quando comparados aos animais do grupo controle (fig.
1). No entanto, as doses de 3 mg/Kg e 100 mg/Kg provocaram uma inibicdo da migracao
celular (80% e 86%) respectivamente, sendo os mais efetivos quando verificada a taxa de
migracdo celular, mostrando-se semelhantes a atividade inibitéria promovida pela
indometacina utilizada como droga de referéncia para atividade anti-inflamatoria (77%),
ndo havendo portanto diferenca estatistica significativa. Os resultados estdo expressos na

tabela 1.
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Figura 1 — Avaliagdo da migracdo celular de PMNs em exsudato extraido de bolsa de ar subcutanea em
camundongos. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo do ndmero de PMNs. P<0,05 a
significancia foi determinada com ANOVA One-way e poOs-teste de Newman-Keuls. * valores
significativos em relagéo ao controle. # ndo significativos em relagdo a Indometacina.
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Tabela 1 - Atividade dos derivados tiosemicarbazénicos VH08 e VH02 na migracdo celular de leucécitos
PMNs no exsudato inflamatério obtido no teste de bolsa de ar. Os valores sdo expressos como média +
desvio padrdo do niumero de PMNs. P<0,05 a significancia foi determinada com ANOVA One-way e pds-
teste de Newman-Keuls. * significativos em relagdo ao controle, # ndo significativos em relagdo a
Indometacina.

Grupo Dose (mg/Kg) N° de PMNs/mL x 108 % inibicao
Controle - 13,43+ 2,7 -
Padrao 10 3,14 £ 0,5* 77
0,12 8,8 +0,6* 34
VHO08 0,6 8,2+ 1,0* 39
3 2,7+0,6% 80
6,25 8,8 +1,0* 34
VHO02 25 14,13+ 1,6 -

100 1,9+ 0,4* 86
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3.2 Edema de orelha induzido por éleo de croton

Este modelo consiste na formacdo de edema na regido auricular do animal a partir de
exposicdo do tecido ao agente flogistico (Gleo de créton) atraves de aplicacdo topica. A
inflamacdo € caracterizada pelo aumento de permeabilidade vascular e migracdo
leucocitaria com consequente formacdo do edema.

Os resultados demonstram que 0s compostos tiosemicarbazonicos VH08 (3 mg/Kg)
e VHO2 (100 mg/Kg) ndo promoveram diminuicdo do edema de orelha provocado pelo

6leo de croton quando comparados ao animais do grupo controle (fig. 2).

Figura 2 — Avaliacdo da diminuicdo de edema produzido por dleo de créton em orelha de camundongos.
Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo do peso (g) do fragmento de orelha. P<0,05 a
significancia foi determinada com ANOVA One-way e p0s-teste de Newman-Keuls. * valores
significativos em relagdo ao controle.
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3.3  Permeabilidade vascular induzida por &cido acético

Os resultados apresentados demonstram que os compostos VHO08 (3 mg/Kg) e VH02
(100 mg/Kg) promoveram diminuicdo significativa de 23% e 16% (tab. 2) na
permeabilidade vascular do azul de Evans induzida por &cido acético, quando comparados

com o grupo controle, os valores sdo demonstrados na figura 3.
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Tabela 2 - Atividade dos derivados tiosemicarbazonicos VH08 e VHO02 na permeabilidade vascular. Os
valores sdo expressos como média + desvio padrdo da absorbancia de corante azul de Evans. P<0,05 a
significancia foi determinada com ANOVA One-way e pos-teste de Newman-Keuls. * significativos em
relagdo ao controle.

Grupo Dose (mg/Kg) Absorbancia (nm) + D.P. % INIB
Controle - 0,86 + 0,006 -
Padrao 10 0,39 £ 0,059 55
VHO08 3 0,66 £0,12 23
VH02 100 0,72 £ 0,08 16

Figura 3 - Atividade dos derivados tiosemicarbazénicos VHO8 e VHO02 na permeabilidade vascular. Os
valores sdo expressos como média * desvio padrdo da absorbancia de corante azul de Evans. P<0,05 a
significancia foi determinada com ANOVA One-way e pos-teste de Newman-Keuls. * significativos em
relacdo ao controle.P<0,05 a significancia foi determinada com ANOVA One-way e pds-teste de Newman-
Keuls. * valores significativos em relagdo ao controle.
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3.4 Quantificagdo dos niveis de TNF-a, IL-1p e IL-10

A quantificacdo dos niveis de TNF-o, IL-1B e IL-10 foi realizada utilizando as
amostras dos exsudatos inflamatorios obtidos a partir do teste de bolsa de ar subcutanea
apos 6 horas de inoculagdo do agente flogistico.

Os resultados demonstram que 0s compostos tiossemicarbazonicos VH08 (3 mg/Kg)
e VHO2 (100 mg/Kg) ndo promoveram alteracdo nos niveis das citocinas pro-
inflamatorias TNF-o (fig. 4A) e IL-1B (fig. 4B), no entanto, o nivel da citocina anti-
inflamatéria 1L-10 (fig. 4C) foi aumentado em 38% e 307% quando comparados aos
animais do grupo controle, sendo o aumento significativo estatisticamente apenas para o
derivado VHO2.

Figura 4 — Quantificacdo dos niveis de TNF-a, IL-1f e IL-10 no exsudato inflamatério de bolsa de ar
induzido porcarragenina. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo da quantidade de citocinas
(pg/mL). P<0,05 a significancia foi determinada com ANOVA One-way e p0s-teste de Newman-Keuls. *
valores significativos em relacdo ao controle.
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3.5  Determinacdo dos niveis de MPO

A determinacdo da presenca da enzima MPO foi realizada através do exsudato
inflamatdrio extraido da bolsa de ar subcutanea e do sobrenadante do macerado do

fragmento de tecido retirado a partir do teste de edema de orelha induzido por éleo de

croton.
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Os resultados indicam que houve uma diminuicdo de 34% e 28% (fig. 5A) e 20% e
7% (fig. 5B) nos niveis da enzima MPO presentes no exsudato da bolsa de ar subcutanea
e no fragmento de tecido da orelha dos animais tratados com 0s compostos
tiosemicarbazbnicos VHO8 (3 mg/Kg) e VH02 (100 mg/Kg) respectivamente, quando

comparados aos animais do grupo controle.

Figura 5 — Determinacdo da presenca de MPO no exsudato inflamatério da bolsa de ar induzido por
carragenina e no fragmento de orelha obtido no teste de edema gerado por éleo de créton. Os valores sdo
expressos como média + desvio padrdo da absorbancia (nm). P<0,05 a significancia foi determinada com
ANOVA One-way e p6s-teste de Newman-Keuls. * valores significativos em relacdo ao controle. # valores
ndo significativos em relagdo ao padréo.
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3.6  Quantificacdo dos niveis de NO

O tratamento dos animais com o derivado tiossemicarbazonico VH02 (100 mg/Kg)
no teste de bolsa de ar induzida por carragenina, reduziu em 64% (fig. 6A) os niveis de
Oxido nitrico, no entanto 0o mesmo composto demonstrou ndo inibir a producédo de NO no
modelo de edema de orelha induzido por 6leo de croton (fig. 6B), quando comparados
aos animais do grupo controle. A indometacina foi utilizada como droga padréo para 0s
efeitos de comparacdo no teste de bolsa de ar, enquanto que a dexametazona foi a
referéncia no teste de edema de orelha. O composto VHO8 ndo apresentou nenhum efeito
inibidor da producdo do oxido nitrico no foco inflamatério em ambos os testes. Os
resultados estdo expressos em PM e foram quantificados a partir dos subprodutos
nitritos/nitratos (NOx).

Figura 6 — Quantificagdo de NO no exsudato inflamatério de bolsa de ar induzido por carragenina e no
fragmento de orelha obtido no teste de edema gerado por 6leo de croton. Os valores sdo expressos como
média * desvio padrdo de NOx em uM. P<0,05 a significancia foi determinada com ANOVA One-way e
pos-teste de Newman-Keuls. * valores significativos em relagdo ao controle. # valores ndo significativos
em relagdo ao padrao.

A

400-

300
s
=.
= 2004 64%
3
Z ;

100-

3 100 MY/Kg

Indo VHO8 VHO2



101

B
30-
g 20' *
3
X
3
Z 10-
O' T
& 10 3 100 MIKg
&
<& Dexa  VHO8  VHO02

4 DISCUSSAO

Nosso trabalho utilizou trés diferentes modelos para demonstrar a atividade anti-
inflamatéria dos novos derivados tiossemicarbazonicos: o modelo de bolsa de ar
subcutanea, o edema de orelha induzido por 6leo de créton e ensaio de permeabilidade
vascular induzida por &cido acético.

A carragenina é um polissacarideo coloidal extraido de algas vermelhas da classe
rodofita (VAN DE VELDE et al, 2002), caracteriza-se como um importante agente
flogistico utilizado na promocdo de inflamagdes nos experimentos de dor e inflamacéo.
A acdo da Carragenina inclui: vasodilatacdo, exsudacdo de plasma e liberacdo de
mediadores quimicos que contribuem para aumento de migracdo celular até o foco da
inflamacdo (CRUNKHORN E MEACOCK, 1971; HENRIQUES et al., 1987). O
exsudato rico em proteinas, contém grande nimero de neutréfilos e metabdlitos do &cido
araquidénico o que implica na afirmacdo que sdo envolvidas as vias da COX e LOX
(ZHANG et al., 2001).

O modelo de bolsa de ar consiste na formacdo de uma cavidade subcutanea artificial,
formada no dorso do animal a partir de injecdo de ar estéril e posteriormente preenchida

por solucdo de um agente irritante (carragenina), com objetivo de avaliar o nivel de
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migracdo celular de PMNs e outras células do sistema imunitrio, como mastocitos e
macrofagos no sitio inflamatério, esse modelo simula a cavidade sinovial na artrite
reumatoide (Edwards et al., 1981). Os resultados apresentados no nosso estudo a partir
desse ensaio demonstram que tanto o derivado VHO8, quanto o VH02 apresentaram
atividade anti-inflamatéria, uma vez que houve reducdo do nimero de PMNSs no exsudato
inflamatdrio

O modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton é utilizado nas pesquisas
para identificar a atividade anti-inflamatoria de AINES de uso tdpico, no entanto também
tem validade para estudos realizados por anti-inflamatorios esteroidais. Este modelo
inflamatdrio se caracteriza por vasodilatacio e migracdo leucocitaria decorrente da
liberagdo de prostaglandinas, histamina e seronotina com ativagdo de fosfolipase A:
(TRONGSAKUL etal., 2003).

No processo inflamatorio os Leucdcitos PMNSs séo as primeiras células ativadas e se
apresentam de forma expressiva no foco inflamatorio, caracterizando a primeira fase da
inflamacdo (SPEYER etal., 2004). A partir da ativacdo dessa populagcdo celular inicia-se
a producdo e liberacdo de radicais livres, conhecidos como espécies reativas de oxigénio
(EROs) os quais sdo bem representados pelo perdxido de hidrogénio, anion superoxido,
radicais hidroxila (OH") e &cido hipocloroso (HOCI) (ZARBOCK e LEY, 2009;
THOMAS et al., 2008) e as espécies reativas de nitrogénio (ERNS), dos quais destacam-
se 0 peroxinitrito e o NO (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). A produgéo de radicais
livres esta ligada a diversos processos fisiologicos exercendo importantes fungdes ao
organismo, como por exemplo na sinalizagdo celular, sintese de proteinas e atividade
bactericida (SHANLEY et al., 2002), no entanto, se essas espécies moleculares se
encontram de forma exacerbada, podem manifestar reacdes indesejaveis como dano em
proteinas e no préprio tecido (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A eliminacdo do agente inflamatério ocorre por meio da atividade hidrolitica de
algumas enzimas, que ficam armazenadas no interior de granulos dos PMNs (CASCAO
et al., 2009). Merece destaque a MPO, uma enzima contida nos granulos azurofilos dessas
células de defesa (HANSSON et al., 2006; KUMAR e SHARMA, 2010).

Dessa forma, a MPO é uma enzima intensamente expressa durante a ativacdo
neutrofilica e atua como promotora de danos tissulares por meio da producdo de ions OH
ou HOCI, este poderoso oxidante reage com duplas ligacbes de lipidios ocasionando

peroxidacdo lipidica, o que leva ao aumento da permeabilidade de membranas celulares
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(HANSSON et al., 2006; KLEBANOFF,2005). Estudos realizados por Abu-Soud (2000)
demosntraram que a MPO ainda pode catalisar o consumo de NO derivado do endotélio,
inibindo portanto os efeitos anti-inflamatdrios e vaso dilatadores desse composto.

Dessa maneira a determinacdo da presenca de MPO no foco inflamatdrio, constitui
uma das melhores formas de avaliar a atividade anti-inflamatdoria de novos farmacos, uma
vez que a presenca dessa enzima caracteriza um dos principais fatores na génese de
inflamacgdes cronicas.

A partir do exsudato recolhido na bolsa de ar, foram determinadas a presenca da MPO
e os niveis de NO para melhor compreensdo da atividade anti-infllmatdria proposta pelos
compostos tiossemicarbazbnicos. Nota-se, portanto que os niveis de MPO foram
reduzidos a partir do tratamento com ambos os compostos estudados, mas apenas 0S
animais tratados com o composto VHO02 tiveram diminuicdo dos niveis de NO quando
comparados aos animais do grupo controle.

Ensaios semelhantes realizados por Sayar e Melli (2005) corroboram com o0s
resultados apresentados neste trabalho, mostrando que a indometacina € capaz de
diminuir a presenca de leucécitos PMNs. Ainda, a indometacina, droga de referéncia
utilizada neste ensaio, € um AINE que inibe aatividade daenzima cicloxigenase e diminui
a sintese de prostaglandinas e tromboxanos a partir da degradacdo do &cido araquidénico
(JURNA; BRUNE, 1990).

Segundo Lin e Thomas (2010) os agentes antioxidantes estdo envolvidos no processos
inflamatorios severos e cronicos. A quantificacdo dos niveis de NO através de seus
subprodutos nitrito e nitrato sdo importantes reforcos para confirmacdo da atividade anti-
inflamatoria promovida pelos compostos tiosemicarbazdnicos VHO02 e VHO8.

Ainda, o NO é considerado como um importante vasodilatador uma vez que atua
como agente relaxante da musculatura vascular, estando relacionado ao aumento da
permeabilidade vascular (VON KNETHEN et al., 2007) e na migracdo de leucécitos por
exercer funcdo quimiotatica (PAREDI e BARNES, 2009; MEDZHITOV, 2008;
NATHAN, 2006).

De acordo com Luiking et al (2010) A sintese e aumento da concentragdo de NO s é
permitida devido a ativacdo da enzima Oxido Nitrico Sintase Induzida (iNOS) que é
expressa quando o processo inflamatério se estabelece. E necesséario lembrar que a
ativacdo da INOS acontece ap6s a estimulacdo de macrofagos e células do endotélio

principalmente pela interleucina IL-1 e o fator de necrose tumoral TNF-o, importantes
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citocinas pro-inflamatérias que atuam na fase aguda da inflhmacdo (VAIJDOVICH,
2008).

A partir dos exsudatos recolhidos no ensaio de bolsa de ar foram avaliados também
os niveis de citocinas TNFa e IL-1p (pro-inflamatdrias) e IL-10 (anti-inflamatdria). Os
resultados apresentados a partir da quantificacdo dessas citocinas, mostram que ndo houve
diminuicdo na quantidade TNF-ao e IL-1p para nenhum dos compostos testados e que
apenas 0 composto VHO2 promoveu aumento significativo da IL-10 quando comparado
ao grupo controle. Trabalho realizado por Vigial e colaboradores (2008), demonstra que
a indometacina nao altera os niveis de TNF-a, corroborando com os nossos resultados. A
sintese e secrecdo dessas citocinas € estimulada por varios fatores, como: complexos
imunes, toxinas, lesdes e processos inflamatérios. As principais aces do TNF-a e IL-1p
incluem ativacdo das células endoteliais e leucocitos, inducdo de reagdes sistémicas de
fase aguda, sintese e liberacdo de outras citocinas, fatores de crescimento, eicosanoides e
Oxido nitrico. Moléculas de adesdo endotelial séo sintetizadas na superficie vascular,
facilitando a aderéncia de leucécitos circulantes (DINARELLO, 2009; SIMS E SMITH,
2010).

As respostas decorrentes da acdo do TNF-a e IL-1p envolve, tipicamente, vias de
sinalizacdo intracelular e ativagdo de fatores de transcricdo celular como o NF-kB que,
uma vez ativado, modula a transcricdo génica de varias proteinas pré-inflamatorias,
inclusive a transcricdo dos genes que codificam estas citicinas (KUMAR e SHARMA,
2010)

O aumento da permeabilidade vascular é mediado por varias substancias geradas
durante o processo inflamatorio. O mecanismo mais comum pelo qual esses mediadores
promovem o aumento dessa permeabilidade é através da contragdo das células endoteliais
que revestem as vénulas pos-capilares. Quando as células endotelais se contraem as
juncOes intercelulares se desfazem, permitindo o extravasamento plasmatico. Outros
mecanismos envolvidos no aumento da permeabilidade vascular inclui a retracdo das
células endoteliais com envolvimento do citoesqueleto, lesdes das células endoteliais
mediadas por leucocitos, lesdo endotelial direta, extravasamento através de novos
capilares (capilares em regeneracdo) cujas juncOes intercelulares ndo estejam fechadas e
por transcitose (LICHTMAN e WILLIAMS, 2006; MEHTA e MALIK, 2006).

Os resultados obtidos no ensaio de bolsa de ar caracteriza que a atividade anti-

inflamatdria se da pela diminuicdo damigracdo celular de PMNse MPO para o composto
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VHO08 e que, a diminuicdo do NO e o aumento da IL-10, além dos fatores anteriorme nte
citados esta relacionado a acdo do produto VHO02, sugerindo ac¢do imunomoduladora e
inibicdo no mecanismo de ativagcdo da iINOS, o que explica a diminuicdo nos niveis de
NO, que por sua vez esta relacionado a diminuicdo da permeabilidade vascular induzida
pelo &cido acético.

Ainda podemos sugerir que acdo anti-inflamatoria dos derivados em estudo esta
relacionada ao bloqueio das lipoxigenases e inibicdo da sintese de Leucotrienos (C4, D4,
E4) o que implica na diminuicdo da permeabilidade vascular demonstrado pelos nossos
resultados, ainda pode estar relacionado com inibicdo de leucotrieno B4, ao acido hidroxi-
eicosatetraendico (HETE) e as lipoxinas A4 e B4 (LXA4 e LXB4) o que explica a
diminuicdo do ndmero de PMNSs no exsudato inflamatério, uma vez que a presenca desses
metabdlitos do &cido aracddnico aumentam o processo de quimiotaxia de leucocitos.

No entanto, sdo necessarios novos testes para descoberta do real mecanismo de agéo
dos compostos estudados, uma vez que os dados apresentados mostram-se insuficie ntes

para tal esclarecimento.

5 CONCLUSAO

Através de modelos de bolsa de ar subcutanea, edema de orelha e permeabilidade
vascular induzido por acido acético para determinacdo da atividade anti-inflamatoria,
pode-se concluir que os compostos VHO08 e VHO02 apresentam atividade anti-inflamatdria
inibindo a migracdo de PMNs e a permeabilidade vascular. Sendo mais eficazes nas doses
de 3 mg/Kg e 100 mg/Kg. Ainda, esses os derivados VHO8 e VHO02 ndo apresentam
influéncia nos niveis de TNF-o e IL-1pB, contudo os niveis de IL-10 sofrem aumento em
presenca do composto VH02. Houve diminuicdo no niveis de enzima MPO, para ambos
0s compostos, no entanto s6 houve diminuicdo do nivel de NO apenas para o derivado
VHO02.
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Resumo

Objetivo: Derivados carbazonicos tem sido estudados por sua atividade, anti-inflamatéria, antitumoral e
antinociceptiva. O objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito antinociceptivo e o possivel mecanismo de
acdo dos novos derivados estudados. Material e métodos: A atividade antinociceptiva foi comprovada
pelo teste de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético e o teste de formalina, solucdo de acido
acético a 1% e solucdo de formaldeido a 2,5% foram utilizados como agentes nociceptivos. Glibenclamida
2 mg/Kg foi utilizado como bloqueador dos canais de Katp para verificagdo dos composto por essa via.
Resultados: Os derivados VH21 (25mg/Kg) e LS18A (25 mg/Kg) reduziram o nUmero de contorgdes
abdominais em 79% e 65% e o tempo de lambida da pata em 65% e 48% na segunda fase da nocicepcéo
quando comparados ao animais do grupo tratado apenas com veiculo (p<0,05). Conclusfes: houve
atividade antinociceptiva signifativa para os dois derivados testados e sabe-se que os canais de Kate nédo
estdo envolvidos no mecanismo de ag¢do do VH21 e a atividade nociceptiva esta relacionada a atividade
anti-inflamatéria.

Palavras chave: dor. nocicepgéo. tiossemicarbazonas. semicarbazonas.

1 INTRODUCAO

Estudos na area da farmacologia vem ganhando espaco e contribuido para o
progresso da ciéncia na descoberta de novas drogas com atividades e analgésica e
antipirética mais modernas. Esses avancos tém sido possiveis gracas aos recentes
conhecimentos dos mecanismos moleculares da fisiopatologia das doengas,
principalmente na atividade de enzimas, canais i0nicos, receptores e modulacdo da
liberacdo de mediadores quimicos. Derivados carbazbnicos tem sido relatados em
diversos estudos por sua atividade, anti-inflamatéria, antitumoral e antifingica (DOBEK
etal., 1980; KALINOWSKI et al.,2007; SMEE e SIDWELL, 2003) antimalarica (WEST
et al, 1993) e antichagasica (CARECETTO, 2000). Segundo Do campo (1990),
compostos Semicarbazbnicos e Tiossemicarbazonicos possuem propriedades medicinais
com capacidade na inibicdo do crescimento de alguns organismos patogénicos. De modo
geral aatividade desses compostos pode estar relacionado a inibicdo enzimatica, interagao
com a molécula de DNA e ou inibicdo de sintese de DNA (BERALDO, 2004). Apesar da
grande versatilidade farmacoldgica apresentada por esta classe de compostos, diferencas
estruturais podem ocasionar manifestacdo especifica na atividade. Por este motivo o
nosso trabalho tem por objetivo tentar descobrir 0os mecanismos de acdo de novos
derivados semicarbazbnicos e tiosemicarbazonicos na atividade analgésica para

promover mais seguranca na linha de producao de novos farmacos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Drogas

O derivado  semicarbazbnico  (LS18A)  (22)-2-(piridina-3-ilmetilideno)
hidrazinacarbatioamida e 0 derivado VH21 —  (2E)-2-(piridina-4-
ilmetilideno)hidrazinacarboxiamida, foram sintetizados e adquiridos pelo Laboratério de
Planejamento e Sintese de  Farmacos  (LabSINFA), Departamento  de
Farméacia/UFPE/Recife-Brasil. O AAS foi comprada de Bayer, o Acido acético glacial e
formaldeido foram comprados de VETEC, S&o Paulo, Brasil. Tween 20, e indometacina
foram adquiridos da Sigma, EUA. O veiculo utilizado para diluicdo dos derivad os

carbazonicos foi solucdo aquosa a 2-5% de tween 20.

2.2 Animais

Foram utilizados camundongos adultos albinos swiss de variedade Mus muscullus,
machos, pesando entre 25 e 30g provenientes do Biotério do Departamento de
Antibiéticos da UFPE/Recife-Brasil. Os animais foram divididos em grupos de seis
animais/gaiola e mantidos sob controle de temperatura (22 =2 °C)e ciclo de claro/escuro
de 12/12h. Agua e comida foram disponibilizados sem restricdes. Antes do inicio dos
experimentos, 0s animais foram aclimatados ao ambiente por ao menos 30 min. Para
realizacdo das atividades antinociceptivas o0s animais foram mantidos em jejum por 4
horas antes de cada ensaio. Os experimentos foram conduzidos sob processo
035663/2013-90 aprovado pelo comité de ética e experimentacdo animal da UFPE e
seguindo os principios éticos do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal)
e as normas do Instituto Nacional de Saude e Guia de Cuidados e Uso de Animais de

Laboratorio.

2.3  Contorc¢des abdominais induzidas por acido acético
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A acdo antinociceptiva foi verificada através do teste de contor¢cdo abdominal
induzida pelo &cido acético segundo Koster et al. (1959). Veiculo (&gua/tween 20 a 2%),
Acido Acetilsalicilico - AAS (200 mg/Kg), VH21 (6,25, 25 e 100mg/Kg), ou LS18A
(6,25, 25 e 100 mg/Kg) foram administrados por V.O. 60 min antes da injecdo do agente
irritante  (acido acético 1%). Ap6s 60 minutos da administracdo das substancias testes 10
mL/Kg de &cido acético (1%) foi injetado via I.P. em regido abdominal de cada animal.
Passados 10 min foi iniciada contagem do nimero de contor¢Ges abdominais durante 20
minutos. A porcentagem de inibicdo das contorces abdominais foi calculada
comparando a média de contor¢cbes do grupo tratado com a média de grupo controle,

segundo a equagdo. %INIB = ((mc-mt)/mc)*100.

Nota. mc = média de contor¢des do grupo controle; mt = média de contor¢des do grupo

tratado.

2.4 Participacéo dos canais de Potassio (Katp)

Veiculo (4gua/tween 20 a 2%), Acido Acetilsalicilico - AAS (200 mg/Kg) foram
administrados V.O. 60 min antes da injecdo do &cido acético (1%). 60 minutos apos
administracdo das substancias testes, 10 mL/Kg de acido acético (1%) foi injetado via 1.P.
em regido abdominal de cada animal.

A participacdo dos canais de potassio no modelo de nocicepc¢do induzida por acido
acético foi avaliada pela administracdo de glibenclamida (2 mg/Kg) injetada 30 minutos

antes do tratamento com o derivado VVH21.

2.5 Teste de formalina

Veiculo (agua/tween 20 a 2%), VH21 (25 mg/Kg) ou LS18A (25 mg/Kg) foram
administrados V.O. 60 min e Morfina (4 mg/Kg) via I.P. 30 min antes da injecdo de
20pL/pata de formalina (2,5%). O tempo de lambida das patas foi registrada em duas
diferentes fases: 12 - dor neurogénica (0-5 min) e a 22 dor inflamatéria (15-30 min) apds

injecdo da formalina.



116

3 RESULTADOS

3.1  Contorc¢des abdominais induzidas por acido acético

O efeito antinociceptivo avaliado a partir de estimulos quimicos induzidos pelo
acido acético apresentou resultados animadores na diminuicdo das contorgdes
abdominais. O uso dos compostos VH21 e LS18A nas doses 100 mg/Kg (fig. 1A)
apresentou atividade antinociceptiva quando comparados aos animais do grupo controle.
Foi realizada uma curva de relacdo dose resposta para as doses de 6,25; 25 e 100 mg/K g,
tanto para o composto VH21 (fig 1B) quanto para o LS18A (fig 1C). O comportamento
de ambos os derivados foi dose resposta ndo-dependente. No entanto o derivado VH21
na dose de 25 mg/Kg inibiu o ndmero de contor¢es em 79% se mostrando a mais efetiva,
enquanto gue o derivado LS18A nas doses de 25 mg/Kg e 100 mg/Kg apresentou inibi¢cdo
de 65% e 58% respectivamente, ndo apresentando entre elas diferenca estatistica
significante (tab. 1). Ainda, quando comparado a Indometacina utilizado como padrdo a
atividade dos compostos VH21 e LS18A se mostrou estatisticamente significante (fig
1A). E o derivado VH21 (25 mg/Kg) apresentou-se estatisticamente significativo quando
comparado aos animais tratados com AAS, também utilizado como padrdo (fig 2).
Tabela 1 - Determinagdo do percentualde inibicdo das contor¢des abdominais. O N° de contorgdes = média
das contorgdes de cada grupo. Os resultados sdo expressos em média + Desvio Padrdo do namero de

contorcdes abdominais/grupo teste. P<0,05 analise de variancia ANOVA e pdés-teste de Newman-Keuls. *
valores significativos em relagdo ao grupo controle.

Grupo Dose (mg/Kg) N° de contorcdes + DP % INIB
Controle - 63 + 4,87 -
AAS 200 19+ 4,83 69*
Indometacina 10 44 + 4,03 30*
6,25 24 £ 3,21 62*
VH21 25 13+1,92 79*

100 20 + 2,88 68*
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LS18A

6,25
25
100

32+ 3,96 50*
22 + 3,00 65*
26 + 2,17 58*

Figura 1 — Diminuicdo das contor¢Ges abdominais a partir do tratamento com os compostos VH21 e
LS18A. em A- AAS, Indometacina, VH21 e LS18A (100 mg/Kg), B- curva dose resposta VH21 e C- curva
dose resposta LS18A. Os resultados sdo expressos em média + Desvio Padrdo do nlmero de contorgdes
abdominais/grupo teste. P<0,05 analise de variancia ANOVA e pdés-teste de Newman-Keuls. * valores
significativos em relacdo ao grupo controle.
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3.2  Participagcdo dos canais de Potassio (Katp)
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A participacdo dos canais de Katp na atividade nociceptiva foi avaliada através do

modelo de contor¢es abdominais induzidos por &cido acético (1%). Neste teste foi

utilizada glibenclamida como agente bloqueador desses canais. A partir dos resultados

obtidos, verificou-se que aatividade antinociceptiva promovida pelo composto VH21 (25

mg/Kg) nos animais que receberam a glibenclamida 30 minutos antes do estimulo

doloroso, ndo sofreu alteracdo quando contadas o nimero de contor¢Ges abdominais e

comparadas ao animais do grupo controle. Os resultados estdo expressos na tabela 2

Tabela 2 - Determinagdo do percentualde inibicdo das contorgdes abdominais e participagdo dos canais de
potéssio na nocicepgdo. O N° de contor¢cdes = média das contor¢bes de cada grupo. Os resultados sdo
expressos em média + Desvio Padrdo do nimero de contor¢des abdominais/grupo teste. P<0,05 andlise de
variancia ANOVA e pos-teste de Newman-Keuls. * valores significativos em relagdo ao grupo controle.

Grupo Dose (mg/Kg) N° de contor¢des + DP % INIB
Controle - 63 + 4,87 -

AAS 200 19+4,.83 69*
VH21 25 13+1,92 79*
VH21 + Glib 25 21+2,92 67*
LS18A 25 22 £ 3,00 65*

Figura 2 — Determinacdo da resposta nociceptiva frente aos compostos VH21 e LS18A e verificacdo da
participacdo dos canais de potassio no modelo de contor¢des abdominais. Os resultados sdo expressos em
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média + Desvio Padrdo do numero de contorgfes abdominais/grupo teste. P<0,05 andlise de variancia
ANOVA e pbs-teste de Newman-Keuls. * valores significativos em relagdo ao grupo controle.
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3.3 Teste de formalina

Os resultados demonstram que, na primeira fase tanto o composto VH21, quanto
0 LS18A ndo apresentaram diminuicdo do tempo de lambida da pata (fig. 3) sensibilizada
com a formalina, ou seja, ambas ndo apresentam atividade em receptores periféricos. No
entanto, na segunda fase do teste houve percentual de inibicdo no tempo de lambida da
pata em 48% e 65% (tab. 4) para os derivados VH21 (25 mg/Kg) e LS18A (25 mg/KQ)
respectivamente quando comparados ao tempo de lambida apresentado pelos animais do
grupo controle. Esses resultados sugerem que a atividade antinociceptiva esta relacionada
aos mediadores e mecanismos inflamatorios.

Figura 3 — Determinacdo da atividade antinociceptiva dos compostos VH21 e LS18A (25 MG/KQ) frente
ao testede formalina. Os resultados sdo expressos em média + Desvio Padrdo dotempo de lambida na pata
sensibilizada. P<0,05 andlise de variancia ANOVA e pés-teste de Newman-Keuls. * valores significativos
em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 3 — Demonstracgdo do percentual de inibicdo da nocicepcdo no teste de formalina. Os resultados séo
expressos em média = Desvio Padrdo do tempo de lambida na pata sensibilizada. P<0,05 analise de
variancia ANOVA e p6s-teste de Newman-Keuls. * valores significativos em relacdo ao grupo controle.

Tempo de lambida

Grupo Dose Fase 1 (0-5 min) Fase 2 (15-30 min)
(mg/Kg) Tempo () D.P. % Tempo (s) D.P. % INIB
INIB
Controle - 68 10,8 - 233 42,2 -
Morfina 5 38 4,18 44* 39 11,4 83*
VH21 25 66 12,9 3 120 28,2  48*
LS18A 25 61 6,36 10 81 13,5 65*

4 DISCUSSAO
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4.1  Atividade antinociceptiva

O presente trabalho demonstrou que os compostos estudados mostraram atividade
antinociceptiva nos dois modelos utilizados, teste de contor¢cbes abdominais induzidas
por &cido acético e teste de formalina.

Segundo Lapa e colaboradores (2003), em camundongos, os estimulos nociceptivos
provocados por injecdo intraperitoneal de &cido acético sdo visualizados através das
contor¢cdes abdominais e estiramento das patas traseiras do animal, com isso o0 modelo de
contor¢cdes abdominais avalia a resposta motora decorrente do estimulo nociceptivo. O
ensaio de contorgOes é utilizado como teste de triagem, uma vez que a nocicepgao €
causada por um somatério de eventos neurotransmissores e neuromoduladores em nivel
do sistema nervoso periférico ou central e pode sofrer influéncia analgésica em ambos 0s
sistemas.

O envolvimento dos canais idnicos, como 0s canais de Katp,sdo utilizados na tentativa
de avaliagdo da participacdo da antinocicepcdo supraespinhal induzida por morfina e
glibenclamida (OCANA et al., 1990). Estes canais podem ser encontrados nos tecidos
periféricos e na medula espinhal (CALO’G et al., 2000).

Os nossos resultados se mostraram promissores quanto a atividade antinociceptiva,
uma vez que os derivados VH21 e LS18A se mostraram eficazes na diminuicdo das
contor¢des abdominais exercidas sobre a influéncia do &cido acético nos animais tratados
com essas substancias. Um estudo realizado por Ali e colaboradores (2012) corroboram
com nossos achados, uma vez que a atividade da acetofenona semicarbazona e
benzofenona semicarbazona apresentaram resultados semelhantes no teste de contorcées
abdominais para esta classe de compostos.

Neste trabalho, foi investigada a participacdo dos canais de Kartp na atividade
antinociceptiva do derivado tiossemicarbazénico VH21 no modelo de contorgfes
abdominais induzidos pelo acido acético. Os resultados mostram que o pré-tratamento
com glibenclamida ndo alterou a resposta antinociceptiva produzida pelo composto
testado, sugerindo que sua a¢do ndo esta relacionada a esse tipo de receptor.

O teste de formalina é considerado o modelo mais valido para validagdo da dor aguda
e tbnica, quando correlacionado aos testes de dor térmica ou mecanica (TRONGSAKUL
et al., 2003). Este ensaio € geralmente utilizado para avaliagdo de compostos com possivel

potencial de efeito analgésico. Para provocar estimulos nocivos em camundongos, uma
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injecdo de solucdo diluida de formalina é aplicada na regido subplantar da pata traseira
do animal. A resposta nociceptiva registrada € quantificada pelo tempo que o animal passa
lambendo a pata injetada. A mencdo de atividade nociceptiva se d& em dois tempos
distintos de lambida, um periodo de zero a cinco minutos (fase precoce) — efeito direto
nos nociceptores (PUIG e SORKIN, 1996), substancias com efeito nesta fase estdo
associadas com atividade central, tal como acontece com medicamentos opidides
(SHIBATA, et al., 1998) e antidepressivos (SAWYNOK et al., 1999). No periodo entre
quinze e trinta minutos apds a injecdo da formalina (fase tardia) — efeito € causado por
liberacdo de mediadores quimicos inflamatérios, ativacdo de receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) (CHAPLAN et al,, 1997) e producdo de NO na medula espinhal
(OKUDA et al., 2001), consequentemente, drogas com efeito nesta fase sdo fortes
candidatos a medicamentos anti-inflamatorios.

Nossos resultados demonstram que no teste de formalina, tanto o composto VH21,
como 0 LS18A apresentaram reducdo significativa no tempo de lambida da pata apenas
na segunda fase da nocicepcdo quando comparados aos animais do grupo controle,
sugerindo assim que estes derivados apresentam mecanismo de acédo relacionada as vias
anti-inflamatorias. Resultados semelhantes publicados por Rocha e colaboradores (2006)
apartir do uso de benzaldeido semicarbazona (BS) na nocicepcdo induzida por formalina,
reforcam 0s nossos achados, visto que o BS reduz significativamente o tempo de lambida
na segunda fase do teste.

Blackburn-Munro e colaboradores (2002) salientam a estreita relacdo da acdo de
medicamentos utilizados no tratamento de convulsGes, como carbamazepina e fenitoina,
com a atividade mais eficaz na segunda fase da resposta nociceptiva induzida por
formalina. Sendo assim os resultados apresentados sdo inconclusivos para propor o
mecanismo de acdo dos compostos testados, portanto, tornam-se necessarios mais estudos

para descoberta do verdadeiro mecanismo de acdo desses novos derivados carbazonicos.

5 CONCLUSAO

Através de modelos de contor¢es abdominais induzidas por acido acético e o
teste de formalina pode-se concluir que ambos os compostos testados VH21 e LS18A

apresentam atividade antinociceptiva uma vez que o numero de contor¢cGes abdominais
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foram reduzidas. Ainda pode-se concluir que os canais de Katp ndo estdo envolvidos no
mecanismo de acdo do composto VH21 e que atividade de ambos os derivados
carbazbnico possuem atividade antinociceptiva relacionada a inibicio de mediadores
inflamatorios. No entanto sdo necessarios novos estudos para desvendar o correto

mecanismo de agdo dessas novas drogas.
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CONCLUSOES

A partir dos modelos empregados para comprovacdo da atividade anti-inflamatoria,

antinociceptiva e citotdxica, pode-se concluir que:

e O composto VH25 é citotoxico em linhagen de HL60;

e O derivado VH25 promove alteragdes morfologicas em células cancerosas e
apresenta mecanismo de acdo da morte celular por apoptose;

e O composto VHO8 apresenta alta toxicidade; os compostos VH21 e LS18A
toxicidade moderada e os compostos VHO02 e VHO8 toxicidade baixa ou ndo
apresentam;

e Os derivados VH21 e VH28 apresentam atividade anti-inflamatéria com baixa
eficacia;

e Os compostos VHO8 e VHO2 apresentam atividade anti-inflamatoria inibindo a
migracdo de PMNSs e a permeabilidade vascular, sendo mais eficazes nas doses de
3 mg/Kg e 100 mg/Kg.

e Osderivados VHO08 e VHO02 ndo alteram os niveis de TNF-a e IL-1f

e O nivel de IL-10 tem aumento consideravel em presenca do composto VHO02;

e A quantidade de MPO, em presenca dos compostos VHO8 e VH02, sofre
diminuicdo no local da inflamacéo;

e O produto VHO2 promove diminuicdo dos niveis de NO no foco inflamatdrio;

e Oscompostos VH21 e LS18A apresentam atividade antinociceptiva, diminuindo
0 nimero de contor¢es abdominais e lambidas na 22 fase do ensaio de formalina

e Os canais de Katp ndo estdo envolvidos no mecanismo de acdo do composto

VH21 para o efeito nociceptivo;
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ANEXO 1-RESULTADOS EXTRAS A
NEXOS
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METODOLOGIA

1 Material

O derivado  semi-carbazbnico  (LS18A)  (22)-2-(piridina-3-ilmetilideno)
hidrazinacarbatioamida e os derivados tio-semi-carbazénicos VHO02 - (2E)-2-(4-hidroxi-
3-metoxibenzilideno), VHO08 — (2E)-2-(4-fluorobenzilideno) hidrazinacarbatioamida,
VH21 - (2E)-2-(piridina-4-ilmetilideno) hidrazinacarboxiamida, VH25 - (2E)-2-
[(hidroxinaftaleno-1-il) metilideno] hidrazinacarboxiamida e VH28 (22)-2-(piridina-3-
ilmetilideno) hidrazinacarbatioamida.

Todos 0s compostos semicarbaznico e tiossemicarbazonicos foram sintetizados e
adquiridos pelo Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos (LabSINFA),
Departamento de Farmécia/lUFPE em parceria com o Laboratdrio de Bioensaios e
Pesquisa de Farmacos (LBPF), Departamento de Antibioticos/UFPE para realizacdo deste

trabalho.

2 Comité de Etica

Todos os experimentos realizados neste trabalho estdo de acordo com as normas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto
foi submetido para apreciacdo do comité de ética em experimentacdo animal do centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. O mesmo foi

identificado e aprovado pelo nimero do processo 035663/2013-90.

3 Teste de Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda foi avaliada segundo método da Organization for Economic Co-
operation and Development (OECD) para o teste de produtos quimicos, n° 423 (OECD,
2001), em que os animais do sexo feminino e em ndmero de trés por grupo receberam via
oral (VO) dose Unica dos derivados tiossemicarbazbnicos VH02 (300 e 2000 mg/Kg),
VHO8 (5, 50 e 300 mg/Kg), VH21 (300 e 2000 mg/Kg), VH25 (300 mg/Kg) e VH28 (300
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e 2000 mg/Kg) e semicarbazbnico LS18A (300 e 2000 mg/Kg). Apds administracdo das
substancias testes os animais foram observados continuamente pelos primeiros 30
minutos e em intervalos regulares para avaliagdo de efeitos adversos e determinagdo da
hora da morte. Aqueles que permaneceram vivos, foram observados uma vez ao dia por

periodo de 14 dias.

4 Pleurisia Induzina por Carragenina

Os animais em ndmero de seis por grupo, foram escolhidos aleatoriamente e pré-
tratados com tiossemicarbazonicos VHO02, VH21, VH25, VH28 (100 mg/Kg), a via de
administracdo foi oral, uma hora antes da administracdo da carragenina (1% 0,5
mL/animal) via intraperitoneal (IP). A indometacina (10 mg/Kg) foi utilizada como
substancia de referéncia e solugdo salina (0,9%) como controle negativo. Para indugdo da
inflamac&o os animais receberam uma injecdo intrapleural de carragenina (0.1 mL de
carragenina/1%), os animais foram anestesiados com solu¢do associada de Cloridrato de
Ketamina e Cloridrato de Xilazina, numa proporcdo de 1:1. (FRODE; MEDEIROS,
2001).

Decorridas 4 horas os animais foram sacrificados em camara de COz2, 0 torax aberto
e a cavidade pleural lavada com 1,0 mL de solucdo tampdo PBS/EDTA. Coletado, o
exsudato inflamatério foi analisado em contador hematolégico ABX (MICROS 60 OT,
HORIBA-FRANCA) para determinacdo do nimero de células leucécitos PMNSs.

5 Peritonite Induzida por Carragenina

Animais em nimero de seis por grupo foram tratados por VO com doses dos
derivados tiosemicarbazonicos VH02, VHO08, VH21, VH28 (100 mg/Kg) e
semicarbazénico LS18A (100 mg/Kg) por via oral uma hora antes da administracdo da
carragenina (1% 0,5 mL/animal), esta Gitima foi inoculada por via intraperitoneal (IP).

Ap0s quatro horas de repouso, os animais foram sacrificados em cadmara de CO:2

(gas carbdnico), o peritonio foi lavado com 2,0 mL de solu¢cdo tampdo PBS/EDTA e o
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exsudato inflamatério foi coletado e analisado em contador hematologico ABX
(MICROS 60 OT, HORIBA-FRANCA) para determinacdo do nimero de células PMNs.
Em seguida foram centrifugadas durante 10 minutos em 3000 rpm, separadas em
eppendorf e congeladas.

Indometacina (10 mg/Kg) e Solugdo salina (0,9%) foram utilizadas como droga

padrdo e controle negativo para comparacdo dos resultados.

RESULTADOS

1 Teste de Toxicidade Aguda

Durante a avaliagdo do ‘“screening” hipocratico, 0s grupos que receberam o
tratamento apresentaram diversos sintomas (tabela 1) a partir da administracdo oral das
substancias testes (observacdo ininterrupta dentro da primeira hora pos gavagem),
entretanto, alguns animais apresentaram sintomas estendidos por periodo superior a 1he
os animais do grupo VHO8 vieram a ébito dentro das primeiras 24 horas.

A partir do ensaio da toxicidade, foi possivel identificar a classificacdo de
periculosidade de cada substancia testada. Os resultados estdo expostos na tabela 2 em
que é possivel verificar que os derivados VHO2 e VH28 apresentam toxicidade superior
a 2000 mg/Kg de peso corporal, fazendo parte dos compostos de classe 5 ou ndo
classificados (NC), VH021 e LS18A a toxicidade esta entre 300 e 2000 mg/Kg do peso
corporal substancia de classe 4 e VHO8 apresenta toxicidade entre 5 e 50 mg/Kg sendo

inserido em compostos de classe 2 (OECD, 2001).



Tabela 1. Sintomas observados durante o teste de toxicidade aguda. A descricdo dos sintomas esta

apresentado porescala de intensidade. 1=sintoma fraco; 2=sintoma forte.
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Sintomas

VH02  VHO08

Grupos
VH21

VH28  LS18A

Agitacdo

Frémito vocal
Movimentos estereotipados
Resposta ao toque
Contorgao abdominal
Sonoléncia

Defeccao

Piloerecdo

Miccéo

Tremores
Taquicardia

Cianose

Bradicardia

Desorientacdo/Desequilibrio

2
2
1

2
2

R R R NN R

Fonte: SILVA, 2014

Tabela 2 - Classificagcdo datoxicidade para cadacomposto testado,adose letal foi avaliada em miligramas
da substanciaporquilograma de peso corporal. *NC = ndo classificavel.

Composto Dose letal (mg/Kg) Classe
VHO02 > 2000 5ou NC*
VH08 >5-50 2
VH21 > 300 — 2000 4
VH25 - -
VH28 > 2000 5ou NC*

LS-18A > 300 - 2000 4

Fonte: SILVA, 2014

O teste de toxicidade é realizado com objetivo de determinar o potencial de novas

substancias e produtos quimicos em causar danos a salde humana. Os testes que avaliam

atoxicidade sisttmica sdo feitos na intengdo de classifica-los de acordo com seu potencial



133

toxico ou letal permitindo assim uma apropriada rotulagem destes compostos a partir das
caracteristicas  toxicologicas apresentadas em modelos animais. N&o apenas para
letalidade, mas estudos do potencial toxico podem avaliar Outros pardmetros, como:
potencial toxico em O&rgdos especificos, relagdo dose-resposta, indicativos sobre o
mecanismo de acdo da substincia testada e estabelecimento das doses para estudos
adicionais, entre outros (PURCHASE, et al., 1998; BLAAUBOER, 2003; PRIETO, etal.,
2006; COECKE, et al., 2006).

Segundo a OECD 423 (2001) quando uma droga € aplicada em dose Unica ndo
permite a identificacdo exata da dose letal (DL50) da substancia em estudo, mas fornece
dados suficientes para manter uma margem de seguranga, uma Vez que se tem a
informacdo do valor aproximado da letalidade. De acordo com o mesmo documento de
orientacdo, a OECD permite com esse teste a classificacdo de periculosidade da
droga/produto quimico. Foi, portanto, com este objetivo que o teste de toxicidade foi
realizado, na tentativa de verificar a dose letal para fins de célculo de dose para os
experimentos animais posteriores.

Nao foi testada dose superior a 2000 mg/Kg para nenhuma das substancia do
estudo, uma vez que valores para dose letal (DL50) acima de 2.000 mg/Kg de peso
corporal do animal sdo consideradas praticamente ndo tdxicas, portanto doses superiores
a este valor (5.000 mg/Kg) néo séo indicadas para realizacdo do teste de toxicidade, a ndo
ser em casos especiais para deteccdo da real toxicidade e protecdo a vida (OECD, 2001).

Os resultados sobre a toxicidade apresentados neste trabalho sdo apenas
preliminares e constituem informacdo primordial de grande importancia para realizacéo
de estudos posteriores que sdo de real interesse e necessidade para descobrir a dose letal.
Um estudo toxicoldgico para algumas das substancias acima descritas ja estd sendo

pensado para realizacdo o mais breve possivel.

2 Pleurisia Induzida por Carragenina

O modelo da pleurisia induzido pela carragenina € caracterizado por apresentar em
4 horas apdés a indugcdo da inflamacdo na cavidade pleural, um aumento da exsudacdo e

infiltracdo imediata neutrofilos. Além do recrutamento de PMNSs, ainda pode haver, no
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local, liberacdo de varios mediadores inflamatorios, como: histamina, bradicinina,
espécies reativas de oxigénio e anion superdxido (CORSINI et al., 2005).

A partir dos resultados apresentados na tabela 2, pode-se verificar que 0os compostos
VH28 e VH21 apresentaram baixo efeito inibidor na migracdo de leucocitos PMNSs (28,62
e 35,06) respectivamente em relagdo ao controle. Os derivados VH25 e VHO02, ndo
apresentaram efeito inibidor e sim parecem ter agido como agentes pré-inflamatérios uma

vez que aumentaram a migracdo leucocitaria, mostrados como % de inibicdo negativa.

Tabela 2 - Efeito dos compostos VH28, VH21, VH25 e VHO02 na migracdo celular de leucécitos
polimorfonucleares no exsudato inflamatério obtido no teste de pleurisia induzida por carragenina em
camundongos Mus muscullus. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo do ndmero de PMNSs.
P<0,05 a significancia foi determinada com ANOVA One-way e pdés-teste de Newman-Keuls. *
significativos em relagdo ao controle.

Grupo Dose (mg/Kg) Média = Desvio padréo % Inibicdo
VH28 100 7,98 £2,02 29
VH21 100 7,26 £2,34 35
VH02 100 12,02 £ 2,65 -
VH25 100 18,98 £ 4,75* -
Indometacina 10 3,02 £0,6* 73
Controle - 11,18 +1,15 -

Fonte: SILVA, 2014

Figura 1. Ac¢do dos compostos tiossemicarbazonicos no modelo de pleurisia induzida por
carragenina. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo do nimero de PMNSs.
P<0,05 a significancia foi determinada com ANOVA One-way e p6s-teste de Newman -
Keuls. * valores significativos em relagdo ao controle.



135

251

—_ @l CONTROLE

204 INDOMETACINA
N
= 15-
X
5 T
< 10+
a

5

JIMER| |

VHO2 VH21 VH25 VH28
100 mg/Kg
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Os resultados obtidos para o ensaio de peritonite induzida pela carragenina estdo
apresentados na tabela 2. O composto VHO08 apresentou atividade em todas as doses
testadas, estas informacgdes sdo expressas a partir da inibicdo da migragédo celular avaliada
pelo ndmero de leucdcitos polimorfonucleares (PMNSs) presentes no exsudato
inflamatdrio da regido peritoneal (tabela 3). Para as doses de 30 e 100 mg/Kg a redugdo
foi de 43,98% e 53,31 respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica entre elas. No
entanto, na dose de 300 mg/Kg o percentual de inibicdo da migracdo celular se mostrou
mais eficaz apresentando uma taxa de 75,90%, comportamento semelhante aos animais
tratados com indometacina (substancia padrdo) que mostrou uma resposta da inibicdo no
valor de 78,31% em relacdo aos animais do grupo controle. Os compostos VH28 e VH02,
ndo se mostraram eficazes para inibir a migracdo celular dos PMNSs.

Ensaios de peritonite sdo realizados para avaliar a migracdo de leucocitos
polimorfonucleares por meio da contagem de células no exsudato inflamatorio apds a
inducdo da inflamacdo pelo agente flogistico carragenina. Os resultados apresentados
sugerem que a atividade anti-inflamatoria estd relacionada a inibicdo da migracdo

leucocitaria.
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Tabela 3 - Efeito dos compostos VH28, VH08 e VHO02 na migracdo celular de leucécitos
polimorfonucleares no exsudato inflamatério obtido no teste de peritonite induzida por carragenina em
camundongos Mus muscullus. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo do nimero de PMNSs.
P<0,05 asignificancia foi determinada com ANOVA One-way e p6s-teste de Bonferroni’s. * significativos
em relagdo ao controle.

Grupo Dose (mg/Kg)  N°de PMNs/mL x 10° % inibicdo
VH28 100 126+ 3,6 5
VHO08 30 14+147* 44
100 6,2 £0,82* 53
300 3,2+0,9* 76
VHO02 30 124+ 151 7
100 9,1+1,24* 31
300 11,2+1,81 16
Padrao 10 2,8 £0,96* 78
Controle - 13,3+1,82 -

Fonte: SILVA, 2104

ANEXO 2 - Tabela 423 OECD utilizada como modelo para os testes de toxicidade
aguda
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ANEXO 3 - Documento de Aprovacédo do Comité de Etica Animal da UFPE



Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Prof. Nelson ¢

Recife, 28 de novembro de 2013.
Oficio n® 656/13

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof®. Silene Carneiro do Nascimento

Universidade Federal de Pernambuco

Departamento de Antibiéticos

Processo n° 23076.035663/2013-90

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projete de pesquisa intitulado, “Avaliacdo das Atividades Citotoxica,
Antiinflamatéria e Antinociceptiva de Derivados Tio-Semi-Carbazonicos e Semi-
Carbazonicos em Modelos Animais”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
adotadas como critérios de avaliacao e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questio do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

\ )
Origem dos animais: Biotério do Departamento de (2 Yo .
Antibiéticos; Animal: Rato heterogénico; Linhagem: Albino J’i[tl A d
Suico; Idade: 60 dias: Peso: 25g; Sexo: machos e
fémeas; N° Total de Animais: 144. Prof Mamvaseonce\os

CCB: Integrar para desenvolver

Anexo 4 - Normas da Revista Biomedicine & Pharmacology
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Anexo 6 - Normas da Revista Interfaces Ciéntificas

Diretrizes para Autores

As normas de submissao sdo requisitos basicos para aceitacdo de trabalhos a serem
publicados em qualquer uma das revistas desta plataforma. Os autores devem

observar requisitos de estrutura, formatacdo, cita¢des e referéncias.

Os originais devem estar em portugués, inglés ou espanhol, devem ser inéditos e
destinar-se exclusivamente ao Portal de Periddicos da Sociedade de Educacéo
Tiradentes, ndo sendo permitida sua apresentagéao simultanea a outro periddico, tanto
no que se refere ao texto, como figuras ou tabelas, quer na integra ou parcialmente,
excetuando-se resumos ou relatérios preliminares publicados em Anais de Reunies

Cientificas.
Submissao de artigos online

Os artigos devem ser submetidos, exclusivamente de forma eletrdnica através do Portal

de Periddicos da Sociedade de Educacéo Tiradentes. Disponivel em:

http://periodicos.set.edu.br/index.php

Artigos enviados por e-mail nao serdao considerados

Todos os direitos editoriais sdo reservados para as publica¢des do Portal de Periddicos
SET, nenhuma parte das publicacdes pode ser reproduzida, estocada por qualquer
sistema ou transmitida por quaisquer meios ou formas existentes ou que venham a ser
criados, sem prévia permissdo por escrito da Comissdo Editorial, ou sem constar o

crédito de referéncia, de acordo com as leis de direitos autorais vigentes no Brasil.

Nas pesquisas envolvendo seres humanos, os autores deverdo enviar uma cépia de
aprovacdo emitida pelo Comité de Etica, reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP), segundo as normas da Resolucao do Conselho Nacional de
Saude - CNS 196/96 ou 6rgdo equivalente no pais de origem da pesquisa.

Categorias de manuscritos aceitos:

Artigo original: trabalho de pesquisa com resultados inéditos e que agreguem valor &
publicacdo. Limitado com no minimo oito paginas e no maximo 15 paginas. Sua

estrutura deve conter:
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Introducéo: deve ser breve, definir o problema estudado, destacando a sua
importéncia e as lacunas do conhecimento. NBR 6022:2003

Método: os métodos empregados, a populacdo estudada, a fonte de dados e os
critérios de selegdo devem ser descritos de forma objetiva e completa. Inserir o nimero
do protocolo de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa e informar que a pesquisa
foi conduzida de acordo com os padrdes éticos exigidos.

Resultados: devem ser apresentados de forma clara e objetiva, descrevendo somente
os dados encontrados sem interpretagdes ou comentarios, podendo para maior
facilidade de compreensdo serem acompanhados por tabelas, quadros e figuras. O
texto deve complementar e nédo repetir o que esta descrito nas ilustragdes.

Discussao: deve restringir-se aos dados obtidos e aos resultados alcancados,
enfatizando os novos e importantes aspectos observados no estudo e discutindo as
concordancias e divergéncias com outras pesquisas ja publicadas.

Conclusdo: deve corresponder aos abjetivos ou hipéteses do estudo, fundamentada
nos resultados e discusséo, coerente com o titulo, proposigdo e método.

Estudo tedrico: analise de estudos tedricos, levando ao questionamento de modelos
existentes e a elaboragao de hipdteses para futuras pesquisas. Limitado a 15 paginas.
Cerca de no maximo 36.000 caracteres com espaco.

Forma e preparacdo de manuscritos

Os textos enviados em Lingua Portuguesa devem estar escritos conforme o Novo
Acordo Ortografico que passou a vigorar em janeiro de 2009. Tamanho A4, com espaco
entrelinhas de 1,5¢cm, fonte arial, tamanho 12, e as margens: superior e esquerda 3cm,
margens inferior e direita 2cm. O arquivo da submissdo deve estar no formato
Microsoft Word.

Pagina de identificacdo: deve conter o titulo do artigo(maximo de 16 palavras) em
portugués, inglés e espanhol, sem abreviaturas e siglas; nome(s) do(s) autor(es),
indicando no rodapé da pagina a fungéo que exerce(m), a instituigdo a qual
pertence(m), titulos e formac&o profissional, endereco (cidade, estado e pais) para troca
de correspondéncia, incluindo e-mail, de preferéncia institucional, e telefone. Se o
artigo for baseado em tese ou dissertacao, indicar o titulo, o nome da instituicdo e o

ano de defesa.

Citacoes NBR 10520:2002 - Sistema autor-data — Neste sistema, a indicacdo da fonte é
feita: a) pelo sobrenome de cada autor ou pelo nome de cada entidade responsavel até
o primeiro sinal de pontuacédo, sequido(s) da data de publicacdo do documento e daf(s)



pagina(s) da citacdo, no caso de citacdo direta, separados por virgula e entre
parénteses;

Notas de rodapé — deverao ser evitadas e usadas quando extremamente necessarias.
Deverédo ser indicados por ordem numérica;

Depoimentos - frases ou paragrafos ditos pelos sujeitos da pesquisa deverao seguir a
mesma regra de citacoes, quanto a aspas e recuo (4 cm além das margens), utilizando
o sistema autor data;

llustracdes - as tabelas, quadros e figuras devem ter um titulo breve, serem numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos na ordem em que forem inseridas no texto,
sendo limitadas a cinco no conjunto. Exceto tabelas e quadros, todas as ilustracoes
devem ser designadas como figuras. As tabelas devem incluir apenas os dados
imprescindiveis, evitando-se tabelas muito longas, ndo utilizar tragos internos
horizontais ou verticais, estas devem seguir os procedimentos do IBGE. As notas
explicativas devem ser colocadas no rodapé das tabelas e ndo no cabecalho ou titulo.
Quando a tabela ou figura forem extraidas de outro trabalho, a fonte original deve ser
mencionada. Devem estar em resolucio de 300 dpi, colorida, em formato digital (jpg) e
deverao ser postadas no portal da revista como documento complementar.

Ver: estrutura e normas;

Tabelas - em resolucéo superior a 300 dpi, colorida, em formato digital (jpg) e deverao
ser postadas no portal da revista como documento complementar. Ver:estrutura e
normas;

Figuras (fotos, desenhos, gréficos etc) - serdo publicadas sem identificacdo dos
sujeitos, a menos que acompanhadas de permissdo por escrito de divulgacdo para fins
cientificos. As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem estar em
resolucdo de 300 dpi, colorida, em formato digital (jpg) e deverdo ser postadas no
portal da revista como documento complementar. Ver: estrutura e normas;

Apéndices e anexos - devem ser evitados.

Agradecimentos - contribui¢des de pessoas que prestaram colaboracao intelectual ao
trabalho como assessoria cientifica, revisao critica da pesquisa, coleta de dados entre
outras, mas que ndo preencham os requisitos para participar de autoria, devem constar
dos "Agradecimentos”, no final do trabalho, desde que haja permisséo expressa dos
nomeados. Também poderdo ser mencionadas, as instituicdes que deram apoio,
assisténcia técnica e outros auxilios.

Errata: apos a publicacdo do artigo, se os autores identificarem a necessidade de
errada, deverao envia-la ao Editor da revista, por email.
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Resumo: deve ser apresentado em portugués (resumo), inglés (abstract) e espanhol
(resumen), com até 250 palavras, explicitando o objetivo da pesquisa, método,

resultados e conclusdes, com base na Norma NBR 6028.

Palavras-chave: devem ser indicados de trés a seis palavras-chave que permitam
identificar o assunto do trabalho, acompanhando o idioma dos resumos: portugués
(Descritores), inglés (Descriptors), espanhol (Descriptores) e Francés (Mots- Clés),
extraidos dos vocabulérios adotados. No caso dos Descritores em Ciéncias da Saude,
utilizar o DeCS(Descritores em Ciéncias da Saude), elaborado pela BIREME e/ou
(MeSH) Medical Subject Headings, elaborado pela NLM (National Library of Medicine).

Referéncias: As referéncias dos documentos impressos e eletronicos devem ser
normalizadas de acordo com as Normas da ABNT 6023/2002 e para area de saude.
Recomenda-se que o numero de referéncias ndo ultrapasse a 20. Sugere-se incluir
aquelas estritamente pertinentes a problematica abordada e evitar a inclusdo de
numero excessivo de referéncias numa mesma citacdo. A exatiddo das referéncias é de

responsabilidade dos autores.

NORMAS ABNT

ABNT. NBR 6022: informacao e documentacao — artigo em publicacdo periodica

cientifica impressa — apresentacgéo. Rio de Janeiro, 2003.
ABNT. NBR 6023: informacdo e documentacao (referéncias — Elaboracao)
ABNT. NBR 6028: resumos. Rio de Janeiro, 1990.

ABNT. NBR 14724: informacédo e documentacdo — trabalhos académicos —
apresentacédo. Rio de Janeiro, 2002.(informacoes pré-textuais, informacoes textuais e

informacdes pos-textuais)

ABNT. NBR 10520: informagdes e documentacdo — citagcbes em documentos —
apresentacédo. Rio de Janeiro, 2002.

Condicées para submissdo
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Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a

conformidade da submissao em relacdo a todos os itens listados a seguir. As

submissdes que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

L

A contribuicdo é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicagdo
por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao editor”.
O arquivo da submissdo esta em formato Microsoft Word.

URLs para as referéncias foram informadas quando possivel.

Os textos enviados em Lingua Portuguesa devem estar escritos conforme o
Novo Acordo Ortografico que passou a vigorar em janeiro de 2009. Tamanho
A4, com espaco entrelinhas de 1,5cm, fonte arial, tamanho 12, e as margens:
superior e esquerda 3cm, margens inferior e direita 2cm.

O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos

em Diretrizes para Autores, na pagina Sobre a Revista.

Em caso de submissdo a uma se¢do com avaliacdo pelos pares (ex.: artigos), as
instrucBes disponiveis em Assegurando a avaliacéo pelos pares cega foram
seguidas.

Declaracdo de Direito Autoral

Oferece acesso livre e imediato ao seu conteldo, sequindo o principio de que

disponibilizar gratuitamente o conhecimento cientifico contribui para a democratizacdo

do saber. Assume-se que, ao submeter os originais os autores cedem os direitos de

publicacdo para a revista. O autor(a) reconhece esta como detentor(a) do direito

autoral e ele autoriza seu livre uso pelos leitores, podendo ser, além de lido, baixado,

copiado, distribuido e impresso, desde quando citada a fonte.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os

servigos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras

finalidades ou a terceiros.

ISSN: 2316-3798
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