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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

A colecédo “Farmacia e suas Interfaces com Varios Saberes” € uma obra organizada
em dois volumes que tem como foco principal a apresentacdo de trabalhos cientificos
diversos que compde seus 36 capitulos, relacionados as Ciéncias Farmacéuticas e Ciéncias
da Saude. A obra abordara de forma interdisciplinar trabalhos originais, relatos de caso ou
de experiéncia e revisbes com tematicas nas diversas areas de atuacédo do profissional
Farmacéutico nos diferentes niveis de atencdo a saude.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos
desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi 0 aspecto relacionado a atencéo e assisténcia farmacéutica,
farmacologia, saude publica, controle de qualidade, produtos naturais e fitoterapicos,
praticas integrativas e complementares, entre outras areas. Estudos com este perfil podem
nortear novas pesquisas na grande area das Ciéncias Farmacéuticas.

Temas diversos e interessantes s&o, deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam pela Farmacia, pois apresenta material que apresenta estratégias,
abordagens e experiéncias com dados de regibes especificas do pais, 0 que é muito
relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Farmacia e suas Interfaces com Varios Saberes” apresenta
resultados obtidos pelos pesquisadores que, de forma qualificada desenvolveram seus
trabalhos que aqui serdo apresentados de maneira concisa e didatica. Sabemos o quao
importante é a divulgacéo cientifica, por isso evidenciamos também a estrutura da Atena
Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para estes pesquisadores
exporem e divulguem seus resultados. Boa leitura!

Débora Luana Ribeiro Pessoa
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RESUMO: Existe uma necessidade de
desenvolvimento de farmacos para o tratamento
de dor aguda, e muitos trabalhos descrevem as
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chalconas como fonte de novos produtos bioativos. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério in vivo das chalconas sintéticas substituidas LC24
(4’-metoxichalcona) e LC41 (4-nitro-2’-clorochalcona), cujas atividades anti-inflamatorias in
vitro j& haviam sido descritas. Foram utilizados camundongos Swiss machos, pré-tratados
via intraperitoneal com o veiculo, ou com 0s controles positivos ou com as chalconas. Foi
realizado o teste da formalina, sendo esta injetada via intraplantar, e entdo cronometrado o
tempo gasto do animal lambendo a pata nas fases neurogénica e inflamatéria. O segundo
ensaio foi o teste da placa quente, no qual os animais foram colocados sobre esta e
cronometrado o tempo de laténcia até que agitassem as patas. E, por ultimo, o teste da placa
quente modificado, no qual foram administrados carragenina e salina nas patas traseiras
esquerda e direita, respectivamente. Posteriormente, os animais foram colocados sobre a
placa quente e calculada a diferenga dos tempos de laténcia entre as patas. Observou-se que
no teste da formalina, LC24 e LC41 apresentaram efeito antinociceptivo, reduzindo o tempo
de lambida da pata em ambas as fases. Para confirmar o efeito na fase neurogénica, realizou-
se o teste de placa quente. Porém, nenhuma das chalconas apresentou efeito significativo
neste teste. O efeito antinociceptivo observado na fase inflamatéria do teste da formalina
também foi obervado no teste de placa quente modificado com carragenina, onde ambas
as chalconas reduziram a variagéo de laténcia entre as patas. Pode-se concluir que LC24 e
LC41 apresentaram efeitos antinociceptivos in vivo, por mecanismos centrais quando a dor
foi desencadeada por estimulo quimico, mas néo por estimulo térmico. Ambas as chalconas
apresentaram efeito antinociceptivo relacionado a mecanismos anti-inflamatérios.
PALAVRAS-CHAVE: Nocicepcéo, inflamagéo, chalcona.

ANTINOCICEPTIVE AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITIES OF SUBSTITUTE
SYNTHETIC CHALCONES REPLACED IN ACUTE PAIN MODELS

ABSTRACT: There is a need to develop drugs for the treatment of acute pain, and many
studies describe chalcones as a source of new bioactive products. The objective of this work
was to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory effects in vivo of the substituted
synthetic chalcones LC24 (4’-methoxychalcone) and LC41 (4-nitro-2’-chlorochalcone),
whose in vitro anti-inflammatory activities had already been described. Male Swiss mice, pre-
treated intraperitoneally with the vehicle, or with positive controls or chalcones, were used.
The formalin test was performed, which was injected via intraplantar, and then the time the
animal spent licking its paw in the neurogenic and inflammatory phases was counted. The
second test was the hot plate test, in which the animals were placed on it and the latency
time was measured until the paws were shaken. And finally, the modified hot plate test, in
which carrageenan and saline were administered to the left and right hind legs, respectively.
Subsequently, the animals were placed on the hot plate and the difference in the latency
times between the paws was calculated. It was observed that in the formalin test, LC24 and
LC41 showed an antinociceptive effect, reducing the paw licking time in both phases. To
confirm the effect on the neurogenic phase, the hot plate test was performed. However, none
of the chalcones had signficant effects on this test. The antinociceptive effect observed in
the inflammatory phase of the formalina test was also observed in the modified hot plate test
with carrageenan, where both chalcones reduced the variation in latency between paws. It
can be concluded that LC24 and LC41 showed antinociceptive effects in vivo, due to central

Farmacia e suas Interfaces com Varios Saberes 3 Capitulo 13 m



mechanisms when pain was triggered by chemical stimulus, but not by thermal stimulus. Both
chalcones presented antinociceptive effect due to anti-inflammatory actions.
KEYWORDS: Nociception, inflammation, chalcone.

11 INTRODUGAO

A dor pode ser compreendida, segundo a International Association for the Study
of Pain, como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano
real ou potencial ao tecido, ou descrita em termos de tal dano” (IASP, 1994). Em uma
perspectiva neurofisiologica, a dor nociceptiva é aquela que corresponde a sensibilizacéo
dos nociceptores por estimulos nocivos, sejam térmicos, quimicos ou mecanicos (WOOLF,
2010; BASBAUM et al., 2009). A dor aguda, exemplo de dor nociceptiva, € caracterizada por
permanecer por até trés meses e € dependente de estimulos que danificam ou ameagam
danificar os tecidos (POPE et al., 2017; MICHAELIDES; ZIS, 2019).

A cada ano, milhdes de pessoas sofrem com a dor aguda resultante de traumas,
condigbes patologicas e procedimentos cirtrgicos. Estima-se que a cada 5 individuos
adultos, 1 sofra de dor aguda (GOLDBERG; MACGEE, 2011). O tratamento adequado da
dor aguda ¢ essencial para manutengéo da qualidade de vida do paciente, reducao do risco
de complicacbes e de desenvolvimento de dor crénica (SINATRA, 2010; REARDON et al.,
2015). O arsenal terapéutico para o controle da dor inclui analgésicos simples (dipirona e
paracetamol), anti-inflamatérios néo esteroidais (AINEs), analgésicos opioides e farmacos
adjuvantes (WALK; POLIAK-TUNIS, 2016).

A elevada prevaléncia da dor acarreta em um alto consumo destes farmacos
pela populacdo. Entre os dez medicamentos mais vendidos no Brasil em 2018, trés séo
analgésicos e/ou anti-inflamatérios (GUIA INTERFARMA, 2019). Além disso, segundo
Krawczyk et al. (2018), entre os anos de 2009 e 2015 houve um aumento de 465% nas
prescricdes médicas de opioides no Brasil. No entanto, uma proporcao significativa dos
pacientes ndo obtém o controle adequado da dor, o que esta relacionado a diferentes
fatores, como protocolos terapéuticos inadequados e o balango desfavoravel entre eficacia
e tolerabilidade dos medicamentos disponiveis (GARCIA et al., 2017; SINATRA, 2010).

Os analgésicos simples e os AINEs séo os medicamentos de escolha nos casos de
dor leve a moderada. Os AINEs sdo amplamente utilizados devido as suas propriedades
anti-inflamatéria, analgésica e antitérmica. Porém, estéo associados a uma gama de efeitos
adversos, como disturbios gastrintestinais, inibicdo da fungédo plaquetaria e reacdes de
hipersensibilidade. Além disso, apresentam alto potencial de interacbes medicamentosas
(GROSSER; SMYTH; FITZGERALD, 2012).

Os analgésicos opioides, preferiveis para os casos de dor moderada a severa, tém
sua utilizacao limitada pelos efeitos adversos como nauseas, vémitos e constipagéo, além
do potencial para a dependéncia e uso abusivo (YAKSH; WALLACE, 2012; KOOB; BLOOM,
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1988; PATTINSON, 2008).

Tendo em vista estes aspectos, a terapia medicamentosa da dor ainda precisa ser
melhorada, o que inclui estratégias como a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos
com melhor perfil de eficacia e seguranca. Neste contexto, as chalconas constituem
um grupo de produtos naturais com diferentes atividades farmacologicas (SALEHI et al,
2020). Estas substancias pertencem a classe dos flavonéides, formando uma subclasse,
e apresentam uma estrutura basica de 1,3-difenil-2-propen-1-ona (DEWICK, 2009).
Inumeras técnicas tém sido descritas para sintese de chalconas, dentre estas se destaca o
método de Claisen-Schmidt, que consiste na reacdo de uma acetofenona com um aldeido
aromatico (BUKHARI; JASAMI; JANTAN, 2012). Muitas chalconas e seus derivados
sintéticos possuem a capacidade de inibir as principais vias pro-inflamatorias, e apresentam
atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria (CORREA et al., 2001; ROJAS et al. 2002;
WON et al., 2005; MOHAMAD et al., 2010; JANTAN et al., 2014; ISMAIL et al., 2016;
STAURENGO-FERRARI et al., 2018; UR RACHID et al., 2019).

Nosso grupo de pesquisa vem estudando uma série de chalconas substituidas
quanto ao seu potencial anti-inflamatério in vitro através da avaliagdo dos seus efeitos
imunomoduladores em macréfagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS) (VENTURA
et al., 2015). Deste trabalho, duas chalconas foram selecionadas para investigacdo das

atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva em modelos in vivo de dor aguda.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Sintese das chalconas

As chalconas foram obtidas através da reacao de Claisen-Schimdt entre aldeidos
aromaticos apropriadamente substituidos com acetofenonas em etanol absoluto, a
temperatura ambiente, na presenca de KOH. As chalconas foram purificadas através de
recristalizagdo em etanol aquecido e caracterizadas conforme descrito previamente pela
nossa equipe (VENTURA et al., 2015).

Chalcona Anel B Anel A
2’ 3 4 2 3 4
LC24 H H OCH, H H H
LC41 Cl H H H H NO,

Tabela 1: Estrutura das chalconas substituidas e seus substituintes nos anéis A e B.
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2.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (18-25 g), mantidos em gaiolas com
temperatura e umidade controlados, em ciclo claro-escuro de 12 horas, com comida e agua
a vontade. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo CEUA da UFRJ/Macaé,
protocolo MAC044.

As substancias em teste foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) e o volume
administrado nos animais foi padronizado em 30 pL.

2.3 Teste da formalina

Neste teste os animais foram pré-tratados via intraperitoneal com o veiculo (DMSO,
grupo controle), a morfina (10 mg/kg, controle positivo), a indometacina (5 mg/kg, controle
positivo) ou as chalconas LC24 ou LC41 nas doses de 10, 30 e 60 mg/kg. Apdés 30 minutos,
foi realizada a injecao intraplantar de 20 pL de formalina (2,5%) na pata traseira direita do
animal. Em seguida, foi cronometrado, em segundos, o tempo gasto do animal lambendo
ou em agitacéo vigorosa da pata, durante 0-5 minutos (fase neurogénica), e durante 15-
30 minutos (fase inflamatoéria) (HUNSKAAR; HOLE, 1987). A atividade antinociceptiva foi
expressa como redug¢é@o do numero de lambidas em relagéo ao grupo DMSO.

2.4 Teste da placa quente

Os animais foram postos sobre a placa quente (Insight, modelo EFF-361), com a
temperatura ajustada a 54,0 + 0,5 °C, e quando lamberam, agitaram vigorosamente ou
levantaram a pata foram retirados. O tempo para resposta nociceptiva foi cronometrado em
segundos. Apds a primeira aferi¢céo, foram administrados o veiculo DMSO (grupo controle),
morfina (10 mg/kg, controle positivo) ou as chalconas LC24 (10, 30 e 60 mg/kg) e LC41 (60
mg/kg) por via intraperitoneal e, as proximas afericbes de tempo de laténcia foram feitas
nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos (SILVA et al., 2013). Foi estipulado um tempo

maximo de permanéncia na placa de 30 s, a fim de evitar lesdes teciduais.

2.5 Teste da placa quente modificado

O objetivo desse teste € avaliar e mensurar a nocicep¢éo inflamatéria induzida
pela substancia carragenina (LAVICH et al., 2005). Foram administradas LC24 (60 mg/
kg) e LC41 (10, 30 e 60 mg/kg) via intraperitoneal, assim como o DMSO (grupo controle)
e indometacina (4 mg/kg; controle positivo). Apdés o periodo de 30 minutos, foram
administrados 500 pg/50 pL de carragenina na pata esquerda traseira e 50 pL de salina
0,9% na pata traseira direita. Apds 15 minutos, os animais foram colocados sobre a placa
quente (Insight, modelo EFF-361) aquecida a 51°C e o tempo para resposta de agitacéo
elou elevacdo das patas traseiras foi contabilizado. As afericdes posteriores foram nos
tempos de 60, 180 e 360 minutos. Por fim, foi calculada a diferenca dos tempos de laténcia

entre as patas. O tempo maximo estabelecido para a permanéncia do animal sobre a placa
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foi de 25 s, com o objetivo de evitar leséo tecidual (LAVICH et al., 2005).

2.6 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média + erro padrédo da média de 6-8 animais
por grupo experimental. Para andlise estatistica foi usada anélise de variancia simples
(ANOVA) seguido do teste de Newman-Keuls. Os dados foram analisados através do
software GraphPad Prism verséo 5.0 e as diferengas entre os grupos foram consideradas
estatisticamente significativas quando P<0,05.

31 RESULTADOS

3.1 Teste da formalina

No teste da formalina, o controle positivo morfina foi capaz de reduzir o tempo de
lambida das patas em ambas as fases, e o controle positivo indometacina foi capaz de inibir
apenas a 2° fase. A LC24 apresentou resultado significativo na 12 fase do teste em todas
as doses testadas (10, 30 e 60 mg/kg), reduzindo o tempo de lambida da pata de 60,3 +
4,9 s (DMSO) para 38,9 +4,1, 28,1 + 3,4, e 35,0 + 5,5 s (P<0,05), respectivamente (Figura
1A). Na dose de 60 mg/kg apresentou efeito significativo na 22 fase do teste, reduzindo o
tempo de lambida da pata de 361,6 + 17,8 s (DMSO) para 271,2 + 13,1 s (P<0,05) (Figura

1B).

1° FASE g 21 FASE

80+ .
z DMSO
5 z LC24 (10 mg/kg)
§ & 3 LC24 (30 mg/kg)
o g LC24 (60 mg/kg)
8 é A Morfina (10 mg/kg)
g H Indometacina (5 mg/kg)
; ;
- [

Figura 1: Efeito da LC24 nas doses de 10; 30 e 60 mg/kg na 12 (A) e na 22 (B) fases do teste da
formalina. (*P<0,05 vs. DMSO, ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls).

Ja a LC41 apresentou efeito na 12 fase do teste da formalina apenas na dose de
60 mg/kg (Figura 2A), reduzindo o tempo de lambida da pata de 60,3 + 4,9 s (DMSO) para
36,5 + 5,6 s (P<0,05). Na 2? fase do teste, a LC41 apresentou efeito significativo em todas
as doses testadas (10, 30 e 60 mg/kg), reduzindo o tempo de lambida da pata de 361,6 +
17,8 s (DMSO) para 280,2 + 23,9, 232,4 + 24,8 e 285,1 + 23,4 s (P<0,05), respectivamente
(Figura 2B).

Logo, a atividade antinociceptiva das chalconas LC24 e LC41 pode envolver
mecanismos centrais e anti-inflamatorios.
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12 FASE 2°FASE

] DMsSO

300

Tempo de reacéo (s)
z B
T T

Tempo de reagéo (s)

0

E3 LCA41 (10 mgrkg)
EEB LC41 (30 mg/kg)

BB LC41 (60 mg/kg)
Morfina (10 mg/kg)

Ml Indometacina (5 mg/kg)

Figura 2: Efeito da LC41 nas doses de 10; 30 e 60 mg/kg na 12 (A) e na 22 (B) fases (B) do
teste da formalina. (*P<0,05 vs. DMSO, ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls).

3.2 Teste da placa quente

Como as duas chalconas testadas mostraram resultados significativos na fase

neurogénica do teste da formalina, ambas foram avaliadas no teste da placa quente, o qual

avalia a atividade antinociceptiva central através do estimulo térmico. Neste modelo apenas

analgésicos de efeito central possuem a capacidade de aumentar o tempo de permanéncia

na placa quente (SILVA et al., 2013).

A morfina (10 mg/kg) apresentou efeito significativo em todos os tempos de

avaliagdo. Entretanto, as duas chalconas testadas ndo foram capazes de aumentar o

tempo de permanéncia dos animais sobre a placa quente (Tabelas 2 e 3).

Tempo de Laténcia (s)

Grupos 0 min. 30 min. 60 min. 90 min. 120 min.

DMSO 8,4+0,4 8,4 +0,7 10,5+1,3 7,5+0,9 9,4 +1,4

LC24 (10 mg/kg) 6,9+0,5 6,3+0,6 8,6+0,7 6,9+0,6 6,7 +0,4

LC24 (30 mg/kg) 7,4+0,4 10,3 +1,6 9,6 +0,8 8,1+0,4 83+1,1
LC24 (60 mg/kg) 79+0,7 9,1+0,9 12,0 +1,1 8,6+0,4 10,9 +0,8
Morfina (10 mg/kg) 10,6 +0,9* 18,56 +2* 18,2 +2,2* 16,8 +2,4* 16,4 +1,7*

*P<0,05 vs. DMSO, ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.

Tabela 2: Efeito da LC24 nas doses de 10; 30 e 60 mg/kg no teste da placa quente

Tempo de Laténcia (s)

Grupos 0 min. 30 min. 60 min. 90 min. 120 min.
DMSO 8,4+04 8,4+0,7 10,5 +1,3 75+0,9 9,4+1,4
LC41 (60 mg/kg) 10,5+0,9 11,9+0,9 12,4 +0,9 10,2+0,9 11,3+0,7
Morfina (10 mg/kg) 10,6 £+0,9* 185+2* 182+22* 168x24* 16417

*P<0,05 vs. DMSO, ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.
Tabela 3: Efeito da LC41 na dose de 60 mg/kg no teste da placa quente.
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3.3 Teste da placa quente modificado

As chalconas LC24 e LC41 foram testadas nesse modelo nas mesmas doses que
apresentaram resultados significativos na 22 fase do teste da formalina, a fase inflamatoria.
Como foi calculada a diferenca entre as patas que receberam salina e carragenina, quanto
menor essa diferenca, maior o efeito antinociceptivo.

O controle indometacina reduziu a variagcado de laténcia em todos os tempos. As
chalconas foram capazes de reduzir a variagcdo de laténcia entre as patas dos animais,
sendo o efeito significativo para a LC24 (60 mg/kg) nos tempos de 15, 60 e 180 minutos
(Tabela 4); e para a LC41, nas doses de 30 e 60 mg/kg em todos os tempos de afericdo do
teste (Tabela 5).

Variacao de Laténcia (s)

Grupos
15 min. 60 min. 180 min. 360 min.
DMSO 4,7 +0,7 5,6 +£0,7 4,2+0,6 45+0,6
LC24 (60 mg/kg) 1,5+1,0% 1,0+0,8* 0,3 +0,3* 2,9+0,7
Indometacina (4 mg/kg) 0,5+0,2* 1,2+0,6* 0,1+0,1* 0,7 £0,6*

*P<0,05 vs. DMSO, ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.
Tabela 4: Efeito da LC24 na dose de 60 mg/kg no teste da placa quente modificado.

Variacao de Laténcia (s)

Grupos

15 min. 60 min. 180 min. 360 min.

DMSO 4,7+0,7 5,6 +0,7 4,2+0,6 45+0,6

LC41 (10 mg/kg) 0 +0* 3,7+1,1 36+1,5 3,0+1,3
LC41 (30 mg/kg) 0+0* 0,5+0,3* 0,7 +0,5* 0,7 +0,5*
LC41 (60 mg/kg) 0,3 +0,2* 2,0 £0,5* 1,5+0,9* 1,4 +0,9*
Indometacina (4 mg/kg) 0,5+0,2* 1,2+0,6" 0,1+0,1* 0,7 £0,6*

*P<0,05 vs. DMSO, ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.
Tabela 5: Efeito da LC41 nas doses de 10, 30 e 60 mg/kg no teste da placa quente modificado.

41 DISCUSSAO

No presente estudo, foram testadas as chalconas LC24 (4’-metoxichalcona) e
LC41 (4-nitro-2’-clorochalcona), cujas atividades anti-inflamatorias in vitro ja haviam sido
descritas previamente (VENTURA et al., 2015).

O primeiro ensaio in vivo utilizado foi o teste da formalina, o qual € um modelo muito
util para o estudo de novas substancias as quais se acredita que tenham atividade nos
mecanismos centrais, neurogénicos e inflamatérios da nocicepcado (NOBRE et al., 2013;
TJOLSEN, 1997). Este teste apresenta um padréo bifasico de resposta nociceptiva. A 1?2
fase é caracterizada por uma resposta desencadeada pela ativagao direta de nociceptores,
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especialmente fibras C. Ja a 22 fase € caracterizada pelo processo inflamatorio periférico
através dos mediadores adenosina, bradicinina, histamina, prostaglandina e serotonina,
além da sensibilizacéo central (DICKENSON; SULLIVAN, 1987; BANNON; MALMBERG,
2007; NGUYEN et al., 2020).

Ficou demonstrado que ap6s administragéo de LC24 e LC41 houve uma diminuicao
da resposta nociceptiva na fase neurogénica do teste da formalina, o que poderia sugerir
uma atividade antinociceptiva por agéo central. Entretanto, o efeito antinociceptivo central
das chalconas néo foi confirmado no teste da placa quente, que é um modelo referéncia
para triagem de substancias com potencial analgésico central através de mecanismos
supraespinhais (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001; ISMAIL et al., 2016). Essa
diferenca de resposta nos dois ensaios provavelmente ocorreu devido a diferenca no tipo
de estimulo e dor causada, uma vez que a formalina € um estimulo quimico causando uma
dor tbnica, enquanto na placa quente o estimulo € térmico e € um modelo de dor fasica
(LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). Talvez em outro modelo de dor central ou em
protocolo de tratamento prolongado o efeito possa ser observado para essa chalconas.
Alguns estudos comprovam a capacidade de precursores de flavonoides em atravessar a
barreira hematoencefalica devido a sua lipofilicidade (DE BOER et al., 2005; KIEKOW et
al., 2016); e no caso das chalconas, por apresentarem apenas dois anéis em sua estrutura,
apresentam maior flexibilidade, diferente de outros compostos ciclicos que possuem trés
anéis que dificultam o acesso ao sistema nervoso central (KIEKOW et al., 2016).

Sabe-se que alguns mediadores inflamatorios, como serotonina e histamina ativam
diretamente os nociceptores, enquanto outros, como prostaglandinas, leucotrienos e fator
de necrose tumoral-a (TNF-a), facilitam a transmissao dolorosa levando a hiperalgesia e a
liberacdo de neurotransmissores excitatérios como o aspartato, glutamato e substancia P
(OLIVEIRA et al., 2011). Assim, apesar dos nociceptores serem ativados por estimulos de
alto limiar, quando ha inflamacéo estas fibras podem ser ativadas por estimulos de menor
intensidade (PINHO-RIBEIRO; VERRI JR; CHIU, 2017).

As chalconas LC24 e LC41 também foram capazes de reduzir a resposta nociceptiva
na fase inflamatoria do teste da formalina. Esta atividade antinociceptiva por acéo anti-
inflamatoria foi confirmada no teste da placa quente modificado, no qual a administracao
intraplantar do polissacarideo sulfatado carragenina produz uma resposta bifasica, onde
a formacdo do edema é resultado da produgédo de diversos mediadores inflamatorios. A
primeira fase (até 150 minutos) é caracterizada pela liberagdo de histamina, serotonina
e bradicinina, e a fase tardia (150 minutos em diante) & caracterizada pela producéao
aumentada de prostaglandinas (OGONOWSKI et al., 1997).

O estudo in vitro realizado previamente com as chalconas LC24 e LC41 corrobora
a acao anti-inflamatéria observada in vivo, uma vez que estas substancias foram capazes
de inibir a produgao de PGE, TNF-a e interleucina-1B (IL-1B) em macrofagos ativados por
LPS (VENTURA et al., 2015).
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Fazendo uma anélise de relacdo estrutura-atividade, de forma geral as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria das chalconas sdo aumentadas com a introducdo de
substituintes no anel ligado diretamente a carbonila. ALC24 apresenta o substituinte metoxi
na posi¢ao 4’, sendo descrito na literatura que a presenca do grupo metdxi em posicao
para é capaz de aumentar a atividade anti-inflamatéria por inibicdo da COX (BANO et al.,
2013). A presenca de grupos retiradores de elétrons no anel ligado diretamente a carbonila,
como o substituinte cloro na posigéo 2’ na LC41, esta relacionado com o aumento do efeito
antinociceptivo em modelos de dor aguda pelo teste da formalina e teste de contor¢des
abdominais (CORREA et al., 2001). Além disso, também é atribuido ao grupamento nitro
uma atividade complementar para inibicdo da COX-2 (BUKHARI et al., 2012), sendo este
grupamento presente na LC41 na posicéo 4 do anel aromatico ligado ao carbono beta da
fungé@o olefinica.

A possibilidade de administragdo oral é uma caracteristica desejavel no
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos. Ambas as chalconas nédo violaram
nenhum dos quesitos da regra de Lipinski, indicando uma boa biodisponibilidade oral te6rica
(VENTURA et al., 2015). Desta forma, as moléculas estudadas neste trabalho podem ser
consideradas interessantes candidatas ao desenvolvimento de novas terapias analgésicas.

51 CONCLUSAO

Com este estudo pode-se concluir que as chalconas LC24 e LC41 apresentaram
efeitos antinociceptivos in vivo, por mecanismos centrais quando a dor foi desencadeada
por estimulo quimico, mas nédo por estimulo térmico. Além disso, ambas chalconas
apresentaram efeito antinociceptivo por provavel mecanismo de agdo anti-inflamatorio. A
perspectiva futura desse trabalho sera investigar a atividade dessas chalconas em modelos
de dor neuropética.
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