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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DE
DERIVADO SINTETICO TRIAZOIS CONJUGADO COM FTALIMIDAS EM
CAMUNDONGOS

!Daniely Sampaio Arruda TAVARES;
2Ana Luiza de Aguiar Rocha MARTIN.

RESUMO

O objetivo deste presente trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva in
vivo de dois hibridos moleculares, os derivados de triazois conjugados com ftalimidas. Trata-
se de um estudo experimental com abordagem quantitativa. Foram utilizados camundongos
machos Swiss com peso em torno de 25-30g para serem submetidos ao pré-tratamento via oral
por gavagem, divididos em grupos: Grupo controle negativo os animais receberam solucéo
salina; Grupo controle positivo os animais receberam 10mg/kg de indometacina no teste de
edema de pata por carragenina e 10mg/kg de morfina no teste de dor por formalina; Grupo
triazol-ftalimida os animais receberam o composto em grupos separados com doses de
10mg/kg e outro com 15mg/kg, em seguida todos 0s animais que receberam o pré-tratamento
foram submetidos a inducdo do edema de pata por carragenina para avaliagcdo da inflamacéo e
para dor por formalina. O derivado triazol-ftalimida testado nesse estudo demonstrou possivel
atividade anti-inflamatdria na dose de 15mg/kg e antinociceptiva nas doses de 10 e 15mg/kg,
principalmente relacionado a dor provocada por mediadores inflamatérios. As buscas por
substancias mais eficazes e menos tdxicas ainda continua, espera-se que os dados desta
pesquisa possam contribuir no desenvolvimento de estratégias para o planejamento de novos
farmacos com seguranga terapéutica.

Palavras-chave: Triazois; Ftalimidas; Inflamagé&o; Dor.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the anti-inflammatory and antinociceptive activity
in vivo of two molecular hybrids, the triazoles derivatives conjugated to phthalimides. This is
an experimental study with a quantitative approach. Male Swiss mice weighing around 25-
30g were used to be submitted to oral pre-treatment by gavage, divided into groups: Negative
control group the animals received saline solution; Positive control group animals received
10mg / kg indomethacin in the paw edema test by carrageenan and 10mg / kg morphine in the
formalin pain test; Triazol-phthalimide group the animals received the compound in separate
groups at doses of 10mg / kg and another at 15mg / kg, then all the animals that received the
pretreatment were submitted to the induction of paw edema by carrageenan to evaluate the
inflammation and for formalin pain. The triazole phthalimide derivative tested in this study
demonstrated possible anti-inflammatory activity at a dose of 15mg / kg and antinociceptive
at doses of 10 and 15mg / kg, mainly related to pain caused by inflammatory mediators. The
search for more effective and less toxic substances is still ongoing, it is hoped that the data
from this research may contribute to the development of strategies for the planning of new
drugs with therapeutic safety.

Key-words: Triazoles; Phthalimides; Inflammation; Pain.
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo ¢é a reacdo de defesa do organismo em virtude de impactos fisicos,
quimicos ou bioldgicos que induz a ativacdo do sistema imunoldgico, desencadeando assim
uma série de respostas. Os principais sinais do processo inflamatério séo: dor, calor, rubor,
edema e perda da funcdo do tecido, que podem ocorrer de formar aguda ou crénica
dependente do agente causador (MONTENEGRO; FRANCO, 2008; PEREIRA, 2013).

O processo inflamatério é considerado uma acéo fisioldgica essencial na defesa do
organismo durante as fases de regeneracdo, porém, quando existe persisténcia dos mediadores
inflamatorios na execucdo de defesa podem ocorrer prejuizos ao tecido, comprometendo a
integridade na funcdo. Ha vérias doencas relacionadas com a inflamacé&o, principalmente com
a cronica, sdao exemplos: artrite reumatdide, lGpus eritematoso sistémico, entre outros
(GIBON et al., 2017; SILVA et al., 2013).

Um dos sintomas do processo inflamatorio é a dor, descrita como experiéncia
desagradavel que tem funcdo de alerta, e relaciona-se aos riscos que comprometem a
integridade fisica ou desordem no sistema orgénico. A dor inflamatdria se resulta na interagdo
do tecido danificado com os neurdnios sensoriais nociceptivos em associacdo a liberacdo de
mediadores quimicos (FERREIRA et al., 2009; PEREIRA, 2013).

O tratamento para a inflamacgéo tem a finalidade em reduzir os sintomas e preservar a
funcdo do tecido lesionado, mas também sendo necessario e importante erradicar o
responsavel pela agressdo tecidual. As classes mais utilizadas na terapéutica sdo Anti-
Inflamatorios N&o-Esteroidais (AINES) e os corticoides, entretanto, os medicamentos
comercialmente disponiveis pertencentes a esses grupos apresentam alta taxa de toxicidade
com ocorréncia de efeitos adversos, principalmente no uso em longo prazo (BOZARAN;
FURST, 2017).

Durante o uso de AINES pode haver desconfortos como dor estomacal e nauseas,
induzindo o paciente a interromper o tratamento, também pode complicar o problema renal
dos pacientes idosos com hipertensdo e diabetes. Foi relatado em estudo o risco de interacGes
medicamentosas, indicando possibilidade de toxicidade (LIMA et al., 2016). Assim, sendo 0s
principais efeitos adversos que sdo classicos dos AINES pelo bloqueio seletivo da enzima
ciclooxigenases 2 (COX 2) séo irritagdes gastricas, riscos cardiovasculares, problemas renais,
hepatites, neutropenia, entre outros (MONTEIRO et al., 2008).



Os corticosteroides s@o associados pelo surgimento de efeitos adversos,
principalmente quando necessario o uso por longo periodo de tempo devido resultado da sua
acao hormonal. Alguns dos efeitos sdo dificuldade no processo de cicatrizacao, alteracdo no
metabolismo de lipidios e carboidratos, alteracbes no comportamento, Ulceras pépticas
agudas, pancreatite aguda e supressdo da resposta imunoldgica, esse ultimo tem mais riscos
associados quando relacionado as infec¢bes envolvendo microrganismos (GEORGE;
CHROUSOS, 2017).

A obtencdo de novos farmacos com efeitos anti-inflamatérios que possuam menor
efeito adverso é de grande beneficio, visto que, esses efeitos sdo os maiores provocadores de
insatisfacdo pelos usuérios. Portanto, as estratégias terapéuticas e pesquisas de candidatos a
novos farmacos sdo vantajosas, contribuindo assim para a evolucdo na qualidade do
tratamento como também o uso de doses menores com maiores intervalos de tempo na
posologia (SANGI, 2016; ANDRADE, 2017).

Comumente, quanto maior poténcia terapéutica do farmaco maior a possibilidade
deste provocar efeitos adversos. Em pesquisas para descoberta de novos farmacos é cada vez
mais aplicado estratégias de quimica medicinal, como a hibridizacdo molecular, onde ha o
planejamento de moléculas bioativas com o intuito de melhoria das moléculas quanto a
pardmetros farmacocinéticos e farmacodindmicos, assim beneficiando a terapéutica do
paciente que requer uma eficacia maior e répida acdo no alivio dos sintomas, e visando
sempre a seguranca (BARREIRO; FRAGA, 2015).

A sintese de compostos organicos tem funcdo fundamental na producdo de novos
farmacos, com multiplicidade estrutural que colabora para métodos sintéticos avancados e
reacbes quimicas na complexacdo de diversas aplicacBes moleculares, progredindo na
evolucdo e campo da area farmacologica (SANGI, 2016). Entre as técnicas de quimica
organica para a sintese de compostos bioativos as reacdes de click chemistry tém se destacado
devido as vantagens associadas e beneficios no planejamento racional de moléculas com
propriedades bioldgicas, principalmente voltadas a descoberta de novos farmacos (KOLB,;
FINN; SHARPLESS, 2001).

No ambito da busca de novos compostos bioativos, os triazdis e as ftalimidas sdo
compostos sintéticos que demonstram na literatura obter diversas atividades bioldgicas
inclusive o potencial anti-inflamatorio com toxicidade reduzida sugerindo assim futuros
farmacos para auxilio em tratamentos de doencas (ASSIS et al., 2012).

Estudo realizado por BACH e colaboradores (2017), os analogos sintéticos de

ftalimidas inibiram a producdo de oxido nitrico em que ocorreu diminuicdo do numero de



atomos de carbono na cadeia N-alquila e dos halogenetos na cadeia de alquilo. A inibicdo da
COX como ac¢éo anti-inflamatéria e analgésica de um grupo de imidas ciclicas em conjugacéo
com varios substituintes justifica o fortalecimento da molécula (ALANAZI et al., 2015;
TOTOBENAZARA,; BURKE, 2015). Outro estudo demonstrou que analogos de ftalimida
revelou que os derivados possuem um grupo esférico alquilico com potente atividade
bidirecional de regulacédo da producéo de TNF-a (fator de necrose tumoral) (ABDEL-AZIZ et
al., 2011).

Nesse contexto, 0 objetivo deste presente trabalho foi avaliar a atividade anti-
inflamatdria e antinociceptiva in vivo de dois hibridos moleculares, os derivados de triazois

conjugados com ftalimidas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Tipos de estudo

E um estudo experimental com abordagem quantitativa. Neste tipo de pesquisa foram
definidas quantidades necessarias para avaliar estatisticamente, comparando com a forma de
controle observado e os efeitos sobre condi¢des pré-estabelecidas. Considerado o melhor tipo
de pesquisa cientifica, pois proporciona maior confiabilidade em seus resultados
(FONTELLES et al., 2009).

2.2 Animais e aspectos éticos

O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMJ e
aprovado de acordo com o numero do protocolo: 2019.01-03.

Foram utilizados camundongos machos Swiss (25-30g) provenientes do Biotério da
Faculdade de Medicina de Juazeiro (FMJ). Os animais ficaram alojados em gaiolas
armazenadas em ambiente climatizado a temperatura média de 21+2°C, sob condi¢bes de
ciclo claro/escuro por 12h/12h com livre acesso a agua potavel e racdo padrao.

Os manuseios dos animais procederam de acordo com a legislacdo vigente e 0s
principios éticos da experimentacdo animal estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal (CONCEA) e normas estabelecidas pela Sociedade Brasileira de

Ciéncias em Animais de Laboratério (SBCAL).



Apobs os testes os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O volume
administrado nos camundongos ndo excedeu 0,1mL/10g de peso corporal.

A padronizagdo experimental que cada grupo contendo 8 animais foram estabelecidos
0 pré-tratamento via oral por gavagem da seguinte forma:
I. Grupo controle negativo: Animais submetidos ao pré-tratamento com solucéo salina
seguidos de inducgédo de dor por teste de formalina e outro grupo para inducdo do edema de
pata por teste de carragenina para avaliacdo da acdo inflamatdria, assim pode ser comparativo
com 0S outros grupos, ja que esse ndo possui substancia ativa e consequentemente o efeito da
inducéo esteve exacerbado;
I1. Grupo controle positivo: Animais submetidos ao pré-tratamento com 10mg/kg de morfina
no teste de dor por formalina e em outro grupo os animais submetidos ao pré-tratamento com
10mg/kg de indometacina no teste de edema de pata por carragenina;
I11. Grupo triazol-ftalimida: Animais submetidos ao pré-tratamento na dose de 10mg/kg e em

outro grupo os animais submetidos ao pré-tratamento na dose de 15 mg/kg.

2.3 Obtengdes do composto

Os compostos derivados de ftalimidas contendo nucleos 1,2,3-triaz6licos foram
cedidos pelos professores MSc. Vanderlan Nogueira Holanda e Dra. Vera Lucia de Menezes
Lima, do Departamento de Bioguimica da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. O
derivado de ftalimida contendo nucleo 1,2,3-triazolico foi desenhado e sintetizado de acordo
com SILVA et al. (2013). Os espectros de infravermelho foram registrados com um
espectrofotdbmetro IFS66 Bruker usando discos de brometo de potéssio (KBr).

Foram obtidos Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *C em espectrémetro
Varian Unity Plus a 400 MHz utilizando Dimetilsufoxido (DMSO-dg) como solvente. Os
compostos foram purificados utilizando cromatografia em coluna em silica gel Merck 60
(malha 70-230), com uma razéo de sistema hexano: Acetato de etila (EtOAc) (1: 1). A pureza
das frac6es foi monitorada em andlise de TLC na placa GFs4,

Os compostos azida e 1,2,3-triazois foram preparados de acordo com o procedimento
descrito na literatura. O composto ftalimida-triazol 4 (PT4) foi sintetizado em 93% de
rendimento e apresentou as seguintes caracteristicas: solido incolor; ponto de fusdo (pf) 187-
189 °C (Lit. 157-158 °C); Rf 0,4 (EtOAc-hexano, 1: 1); Infravermelho (1V) (KBr) vmax 3126,
2952, 1774, 1716, 1464, 1432, 1396, 1231, 1078, 765, 720 cm™. A RMN de 'H e **C estavam
de acordo com dados previamente relatados (SIRION et al. 2010).



2.4 Reagentes

Os reagentes utilizados provenientes do laboratério EMS Sigma Pharma foram: Alcool
iodado, alcool 70%, solugdo salina 9%, formalina 2%, carragenina a 1%, indometacina 50mg
e morfina 10mg.

2.5 Teste de inducdo de edema de pata por carragenina

O teste escolhido para avaliar o processo inflamatério agudo foi o de edema de pata
induzido por carragenina em que 0s animais precisaram ficar em jejum por quatro horas e
foram divididos em grupos controle negativo com salina 0,9%, controle positivo pré-tratados
com indometacina 10mg/kg e composto derivado 1,2,3-triazol-ftalimida nas doses de 10 e 15
mg/kg, aguardado 60 minutos para inducdo do edema de pata por 20uL de carragenina
intraplantar (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

Antes da inducdo do edema de pata foi realizada a medicdo da pata no tempo zero
(administracdo basal) ou sem edema, posteriormente medicao para avaliar a diferenca entre o
volume deslocado no pletismometro da pata direita ap6s 1h, 2h, 3h e 4h da inducdo. O

resultado € expresso pela diferenca de volume (ml) deslocado entre as patas medidas.

2.6 Teste de inducao de dor por formalina

E utilizado para avaliacdo da nocicepcdo que foi injetado 20pL intraplantar de
formalina a 2% em camundongos que determina o aparecimento de respostas motoras bem
caracterizadas cuja quantificacdo permitiu a avaliacdo da intensidade da resposta
antinociceptiva apds o tratamento com 10mg/kg e 15mg/kg do derivado 1,2,3-triazol-
ftalimida (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

As duas fases da resposta a formalina tém mediacdo quimica e mecanismos de
modulacdo distintos, apresentando diferencas marcantes quanto a sua sensibilidade as drogas
analgeésicas. Assim, a 12 fase atribuida um carater neurogénico, sendo sensivel a analgésicos
opidides, enquanto a 22 fase mais bem caracterizada como dor de origem inflamatoria,
sensivel a analgésicos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) (ABBOTT; FRANKLIN;
WESTBROOK, 1995; TIBLSEN, et al., 1992). O resultado foi expresso através do tempo

gasto em segundos na lambedura de pata direita traseira.
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2.7 Andlise estatistica dos dados

Os resultados apresentaram-se expressos como media + erro padrdo da média (E.P.M).
Foi utilizado o software Graph Pad prism. 5.0. Para a comparacao multipla dos parametros foi
utilizado a Analise de Variancia (ANOVA). O nivel de significancia entre os grupos foi
determinado pelo teste de Dunnett’s como post hoc. Em todas as anélises foram considerados

estatisticamente significantes os valores com p< 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Atividade anti-inflamatdria - Teste da carragenina

Os animais divididos em grupos receberam pré—tratamento de acordo com o peso
individual de cada um para posterior inducdo do edema de pata por carragenina a 1%. No
controle negativo foi administrado nos animais por via oral agua destilada com DMSO
(dimetilsulfoxido) que é utilizado como diluente para o composto sintético, controle positivo
indometacina que € anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE) em dose de 10mg/kg e o
composto sintético TF (triazol-ftalimida) nas doses de 10 e 15mg/kg. Os valores foram todos
expressos como media da diferenca do volume do edema (VE) de pata em ml em relagdo ao
tempo zero (volume sem edema) medidos em pletismémetro.

Na primeira e segunda hora da medicdo (grafico 1A e 1B), os resultados mostram
reducdo do volume, no entanto, os valores s6 foram significativos na dose mais alta (TF
15mg/kg) na primeira hora, ndo apresentando significancia em nenhuma dose na segunda
hora.

Grafico 1A e 1B: Efeito da TF no edema de pata induzido por carragenina na primeira e

segunda apo6s inducdo do edema de pata por carragenina
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FONTE: Dados da pesquisa (2019). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. em mL. *p<0,05
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comparado com o grupo controle (dgua destilada com DMSO); A analise estatistica foi realizada por meio do

teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Dunnett’s.

O grafico 2 apresenta o terceiro e quarto tempo na medicdo do volume da pata, 0
composto TF parece apresentar efeito anti-inflamatorio (reducdo do volume da pata com
p<0,05) nas dose de 10 e 15mg/kg, no entanto esse efeito so foi observado na Gltima hora de
teste (4h). O teste foi validado devido a reducdo significativa do edema pelo grupo da
indometacina (controle positivo), visto que a terceira e quarta hora de medicdo sdo as mais
importantes, pois apds esse tempo é que se apresenta o pico inflamatorio induzido pela
carragenina (GODIN et al., 2015).

A carragenina promove acdo de processo inflamatorio intenso, inicialmente apés a
injecdo intraplantar ocorre permeabilidade vascular mediada por histamina e
consequentemente a liberacdo de citocinas como TNF-alfa e interleucinas. A fase que se tem
0 intenso edema é apds a terceira hora da aplicacdo, caracterizando a acdo das
prostaglandinas, aumento de 6xido nitrico e de neutréfilos para regido (MORRIS, 2003;
FERREIRA, 2009). Segundo BOZARAN E FURST (2017), o mecanismo de acdo da
indometacina se da por inibicdo ndo seletiva da COX, inibe as fosfolipase A e C, reduz a
migracdo de neutrofilos e diminui a proliferacdo das células T e B, conferindo assim acéo

anti-inflamatoria.

Gréfico 2A e 2B: Efeito da TF no edema de pata induzido por carragenina na terceira e quarta
hora

3h 4h
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FONTE: Dados da pesquisa (2019). Os resultados foram expressos como média £ E.P.M. em mL. *p<0,05
comparado com o grupo controle (Agua destilada); *** p <0, 001 comparado com o grupo controle (4gua
destilada com DMSO). A analise estatistica foi realizada por meio do teste de variancia ANOVA seguido pelo
teste de Dunnett’s.
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No estudo de Assis et al (2019) os animais tratados com compostos derivados de
triazdl e ftalimida obtiveram diminuicdo da inflamacdo pelo teste de edema de pata por
carragenina nas ultimas horas de avaliacdo, isso sendo observado que quanto maior o tempo
do intervalo mais o efeito anti-inflamatorio foi evidenciado. Esse resultado corrobora com o
observado no grafico 2B em que no Gltimo tempo da medic¢do do volume da pata dos animais,
houve reducdo significativa do edema quando comparado aos resultados dos tempos
anteriores medidos, primeira, segunda e terceira hora.

Do mesmo modo, o experimento de Assis et al (2012) com derivados sintéticos de
triazois conjugados com ftalimidas mostraram ter significantes valores anti-inflamatérios por
teste de carragenina em camundongos administrando diferentes doses, como: 50, 100 e
200mg/kg. Além da indometacina, foram testados com outros AINES como controle positivo,

exemplo o acido acetilsalicilico (AAS) e o ibuprofeno.

Grande parte dos farmacos inibidores da COX-2 confere ac¢do anti-inflamatoria por
serem acidos carboxilicos em que se ligam no local estabelecendo ligacdes de hidrogénio
acetilando os aminoacidos serina (Ser) 530 e tirosina (Tyr) 385 que sdo presentes na estrutura
da COX, impedindo o acesso ao &cido araquidénico. Os efeitos anti-inflamatorios das
ftalimidas estdo relativamente relacionados ao fato de estabelecerem uma ligacéo a Ser530, ja
o triazol faz ligacdo mais fraca a Tyr385, porém, em algumas doses o triazol pode fazer
ligacdes na Ser530 isso pode ser avaliado através do método de ancoragem molecular, pois

possibilita saber a conformacéo do ligante ao alvo farmacoldgico (ASSIS et al., 2019).

ALANAZI et al (2015) revelou em sua pesquisa que as atividades das ftalimidas ou
imidas ciclicas confere acdo inibitéria na inflamacdo pela porcdo heterociclica em sua
estrutura quimica, juntamente com os triazdis é importante pela presenca do anel aromético
no nucleo que obtém acdo anti-inflamatoria. Também ressaltou que as vérias ligagdes de
hidrogénio formadas com os aminoécidos adjacentes na estrutura da COX-2 sdo usadas para

seus modos de ligacdo e afinidade nos sitios ativos da enzima.

Em outros estudos, as ftalimidas inibiram a producdo de 6xido nitrico estimulada por
edema da pata traseira induzido por carragenina, mostrando assim gque 0s compostos possuiam
atividade anti-inflamatoria significativa em comparagdo com o padrdo de drogas. Os altos
niveis de Oxido nitrico sdo também considerados como biomarcador para distirbios

inflamatorios e alvo (til para a aquisicdo de agentes anti-inflamatérios. (BACH et al, 2017).
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O potencial bioldgico e caracteristicas bioquimicas de heterociclicos tem despertado a
atencdo da comunidade cientifica pela possiblidade de realizar ligacGes a hidrogénio e ter
afinidade a alvos farmacologicos. Nessa classe existem os triaz0is que Sd0 compostos
organicos de anel aroméatico com cinco membros, sendo trés atomos de nitrogénio e dois
atomos de carbono com isémeros triazolicos 1,2,3-triazol e 1,2,4-triazol. O composto 1,2,3-
triazol classificado em monociclicos, benzotriazois e sais triaz6licos (DHEER; SINGH;
SHANKAR, 2017; SIDDIQUI et al., 2011; WAHI; SINGH, 2011).

Os heterociclicos 1,2,3-triaz6licos apresentam amplas atividades bioldgicas
relacionadas. Dentre as principais pesquisas com estas moléculas, tem sido comprovado o
potencial: antitumoral, antiparasitirio, antibacteriano, antifngico, anti-inflamatoério,
antinociceptivo e antiviral. Dentre as atividades citadas, a acdo anti-inflamatéria merece
destaque e estudos revelam que moléculas contendo nucleo triazolico promoveram a reducao
de neutrdfilos no tecido subcutaneo inflamado com LPS inibindo a 5-lipoxigenase (FREITAS
etal., 2011; SHARMA et al., 2017).

Segundo SHAFI et al (2012), derivados triazdlicos conjugados a outras moléculas
demonstraram 6timos efeitos anti-inflamatorio e antinociceptivo em testes bioquimicos e teste
de carragenina comparados com medicamentos usados na clinica. E de acordo com
RAJASEKARAN E RAJAGOPAL (2009) constatou que os compostos derivados de triazdis
sdo ativos promissores atividade antinociceptiva.

Ja os derivados de ftalimidas, as imidas ciclicas, tém se mostrado compostos
promissores no campo da quimica medicinal. Dentre as atividades ja estudadas, tem-se acdo
antifungica, bactericida, diurética, antitumoral, antiparasitaria e anti-inflamatéria in vivo e in
vitro (MISHRA et al., 2018; COSTA et al., 2018; ZAHRAN et al, 2018).

Recentemente tem sido descrito o potencial antioxidante de ftalimidas, apos
verificacdo através do metodo de combate radical livre em ensaio com DPPH (ARIF et al.,
2018). A porgdo heterociclica das imidas em ligagdo com o nitrogénio melhora suas
atividades anti-inflamatorias deste composto que pode estar associada a sua estabilidade
lipofilica (HARGREAVES; PRITCHARD; DAVE, 1970).

DHEER, SINGH E SHANKAR (2017) descreveram que além da capacidade de se
ligar com aminoécidos da COX e inibir 0xido nitrico, os derivados de triazdis conjugados
com ftalimidas exibiram consideravel inibi¢cdo da enzima GSK-3b (glicogénio sintase quinase
3 beta) porque a enzima GSK-3 estd envolvida em diversos processos celulares durante a

patogénese de doencas incluindo a inflamacéo.
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A GSK-3 esta envolvida na atividade de fatores de transcri¢do de varias moléculas que
sdo importantes para funcdes imunoldgicas, regulando a fase pré-inflamatérias e aumentando
a producéo de citocinas. No experimento de atividade anti-inflamatdria in vivo em modelo de
edema de pata reduziram as citocinas inflamatérias TNF alfa e interleucina do tipo 6 em
comparagdo com a indometacina, o medicamento anti-inflamatdrio padrdo (YUNFEI et al.,
2018).

Um estudo que avaliou a toxicidade da ftalimida indicou que a doses acima de
50mg/kg é necessaria para a atividade anti-inflamatéria e estd na faixa terapéutica segura.
Este limite de dose dos compostos ndo resultou em qualquer letalidade ou alteracdes
comportamentais observaveis, tais como contor¢Oes, respiragdo ofegante, palpitacbes e
diminuicdo da frequéncia respiratdria nos animais tratados (ASSIS et al., 2013). No entanto,
em nosso estudo o composto TF apresentou atividade na reducdo do edema em doses
menores, 0 que ndo exclui a necessidade de mais estudos com doses intermediérias a essa.

As ftalimidas fazem parte da classe das imidas ciclicas e esta sendo pesquisada quanto
a capacidade de inibicdo da COX. Os estudos moleculares podem auxiliar na compreensao
das interacbes envolvidas entre os ligantes e as enzimas, e desta forma, projetar novos
inibidores mais potentes no que diz respeito aos requisitos farmacoféricos para a inibicdo da
COX-2 (ALANAZI et al, 2015).

3.2 Atividade antinociceptiva - Teste da formalina

Os animais foram pré-tratados por via oral 1 hora antes da inducdo de formalina a 2%
intraplantar e de acordo com o peso individual foram administrados agua destilada com
DMSO para o grupo controle, 10mg/kg de morfina no grupo controle positivo e TF nas doses
de 10 e 15mgkg nos grupos testes.

A primeira fase da formalina que corresponde aos primeiros 5 minutos de observagao
e denota a fase neurogénica da dor, aquela que depende, principalmente, da ativacdo de
nociceptores e mediacdo da substancia P. O TF na dose de 10mg/kg ndo apresentou reducéo
significante. No entanto, na dose de 15mg/kg, reduziu significativamente (p<0,05) o tempo de
lambedura da pata traseira dos animais quando comparado ao controle, reducdo essa, menos
intensa que a provocada pela morfina (p<0,01) como controle positivo de farmaco referéncia
no tratamento de dor. A morfina foi utilizada para comparativo de acdo inibitoria da dor, pois
é um farmaco prototipo dos analgésicos opioides, com capacidade de aliviar a dor intensa com
eficacia notavel (SCHUMACHER; BASBAUM; NAIDU, 2017).
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Grafico 3A e 3B: Efeito de TF na inducéo da dor por formalina.
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FONTE: Dados da pesquisa (2019). Os resultados foram expressos como média £ E.P.M. em segundos.
*p<0,05; **p< 0,01;***p<0,001 comparado com o grupo controle (4gua destilada com DMSO). A analise

estatistica foi realizada por meio do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Dunnett’s.

Na segunda fase do teste, que representa a dor mediada pela liberagédo e mediadores
inflamatdrios como prostaglandinas e bradicinina, o derivado TF mostrou maior potencial
antinociceptivo, como mostra grafico 3. Nesta fase, as duas doses (10 e 15mg/kg) se
mostraram efetivas significativamente na reducdo do tempo de lambedura da pata e a maior
dose obteve redugdo de maior significancia (p<0,01) quando comparada a primeira fase
(p<0,05).

Apos a aplicacdo da formalina na pata direita traseira, os animais foram avaliados
guanto ao tempo da lambedura da pata durante 5 minutos que se considera fase I. Esperou-se
por 20 minutos e logo retomada a leitura por mais 5 minutos, fase Il. A primeira fase iniciou-
se imediatamente apos a injecdo de formalina e se estendeu pelos primeiros 5 minutos (dor
neurogénica ou aguda), estando relacionada com a estimulacdo quimica direta dos
nociceptores das fibras aferentes do tipo C e, em parte, das fibras do tipo Ad que esta
associada a liberacdo de aminoacidos excitatorios, 0xido nitrico e substancia P. A segunda
fase ocorre entre 15 e 30 minutos apds a inje¢do de formalina e esta relacionada com a
liberagdo de varios mediadores pro-inflamatorios, como bradicinina, prostaglandinas, entre
outros. O intervalo entre a primeira ¢ a segunda fase ¢ resultado de uma inibicdo da

transmissdo nociceptiva através de circuitos supra-espinhais (ABBOTT; FRANKLIN;
WESTBROOK, 1995).
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A maior eficicia do derivado TF na segunda fase corrobora com o resultado anti-
inflamatorio encontrado no teste do edema de pata induzido pela carragenina, que na quarta
hora mostrou-se como potencial anti-inflamatério devido a reducéo significativa do edema na
dose de 15mg/kg, pois outros estudos demonstram a atuacdo dos derivados sobre as
ciclooxigenases. Para o efeito antinociceptivo, a dose de 10mg/kg também demonstrou efeito
significante, diferentemente do que foi encontrado no teste da carragenina, na qual a dose de
10mg/kg ndo apresentou efeito significativo em nenhum tempo do percurso do teste. E
possivel que em doses proximas ou maiores que 50mg/kg, esse efeito seja evidenciado
(ASSIS et al, 2012; ASSIS et al., 2019).

O estudo realizado por ASSIS et al (2019) em diversas doses superiores a 200mg/kg
ndo apresentou toxicidade nos testes e nem nos exames histopatologicos, comprovando bons
resultados na acdo inflamatoria com risco reduzido. A elevada atividade antinociceptiva foi
demonstrada por diversos métodos e exibiram potente atividade antinociceptiva dos
compostos derivados de ftalimidas mesmo com resultados inferiores quando comparados aos
medicamentos de referéncia utilizados, pois foi visto que esse efeito é dependente da dose
utilizada, entdo foi comprovado por vérias doses superiores a 70mg/kg que se tem o efeito
antinociceptivo (ALANAZI et al, 2015).

Animais submetidos a teste de dor por formalina pré-tratados com derivados de
ftalimidas nas doses de 125, 250, 500 e 750mg/kg apresentaram efeito significativo da
antinocicepgéo nas duas fases do teste. Este modelo experimental de dor permite avaliar tanto
resposta nociceptiva quanto inflamatoria, sendo Util para selecionar candidatos analgésicos,

englobando mecanismos centrais da inflamacdo (GODIN et al., 2015).

4 CONCLUSAO

O derivado triazol-ftalimida testado nesse estudo demostrou possivel atividade anti-
inflamatoria na dose de 15mg/kg e antinociceptiva nas doses de 10 e 15mg/kg, principalmente
relacionada a dor provocada pelos mediadores inflamatérios. Estudos sobre dose-resposta sao

pertinentes para o conhecimento da resposta proporcional a dose administrada.
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No entanto, novos estudos com doses maiores e outros ensaios que confirmem ou
identifiguem novas possibilidades e/ou mecanismos de acdo pelos quais esses derivados
exercam esse potencial. A busca por substancias mais eficazes e menos tdxicas ainda

continua.

O interesse em conhecer esses derivados proporciona a reestruturacdo da molécula
para melhor acdo biolégica com menos risco de efeitos adversos, sendo assim um étimo
promissor para futuros tratamentos de doencas que envolvam aspectos de inflamacéo e dor,
pois ha diversas doencas relacionadas a inflamacdo aguda ou crbnica e os tratamentos

existentes ainda causam preocupacgédo quanto ao risco de toxicidade.

Espera-se que com os dados desta pesquisa possam contribuir para desenvolvimento
de estratégias para o planejamento de novos farmacos com atividades anti-inflamatorias

comprovadas e seguranca terapéutica eficaz.
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