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LISTA DE TERMOS E ABREVIATURAS

Ad libitum - a vontade;

Alvos para acdo de farmacos — Um farmaco é uma substancia quimica que afeta a funcéo
fisiolégica de modo especifico. Com poucas excecdes, os farmacos atuam sobre proteinas-alvo, que
consistem em: enzimas, transportadores, canais de ions e receptores. A especificidade é reciproca:
classes individuais de substancias se ligam apenas a determinados alvos, e alvos individuais sé
reconhecem determinadas classes de farmacos. Nenhum farmaco é totalmente especifico nas suas
acBes. Em muitos casos, o0 aumento na sua dose afeta outros alvos diferentes do alvo principal,
podendo resultar em efeitos colaterais;

Analise de Hansch — A andlise € uma investigagdo da relacdo quantitativa entre a atividade bioldgica
de uma série de compostos e seues parametros fisico-quimicos relativos aos substituintes ou a
molécula toda que representam os efeitos hidrofébicos, eletrdnicos, estéricos e outros, usando a
metodologia de correlagdo de regressdo multipla;

Arvore de decisdo de Topliss — Arvore de deciséo de Topliss é um esquema operacional para o
planejamento de analogos;

BIONCEs — “Bioactives new chemical entities”;

Carragenina — Um extrato solivel em agua derivado da carragena, musgo irlandés, uma alga
marinha encontrada nas costas do Atlantico da Europa e América do Norte.

CCD - cromatografia em camada delgada;

cm-! - unidade de nimero de onda em centimetro reciproco;
CNPC — Constrigdo parcial do nervo ciatico.

COMFA - “Comparative Molecular Field Analysis”;

Complexo adjuvante de Freund — Adjuvante altamente irritante e potente preparado como uma
emulséo de agua-em-6leo, com micobactérias (adjuvante de Freund completo)

Constante o de Hammett — A constante de Hammett € um descritor eletrbnico de substituinte que
reflete as propriedades doadoras ou receptoras de elétrons de um substituinte;

Constante © de Hansch-Fujita — A constante n de Hansch-Fujita descreve a contribuicdo de um
substituinte para a lipofilia de um composto;

3D QSAR - “Four-dimensional Quantitative structure-activity relationship”
4D QSAR - “Three-dimensional Quantitative structure-activity relationship”
Dlsg - Dose Inibitéria de 50% expressa em umol/Kg;

DMSO (de) - dimetil sulféxido deuterado;

Es - Efeito estérico;

FDA - Food and Drug Administration;




Geracao de farmacéforo — Geracdo de farmacédforo € um procedimento para extrair as mais
importantes caracteristicas estruturais omuns que sejam relevantes para uma dada atividade
bioldgica de uma série de moléculas com mecanismo de acdo semelhante;

Hidrofilia — Hidrofilia € a tendéncia de uma molécula em ser solvatada por agua;

Hidrofobia — Hidrofobia € uma associacdo de agrupamentos ou moléculas apolares em um ambiente
agquoso que se origina da tendéncia da agua excluir moléculas apolares;

HTS - High-throughput screening;
i.c.v — Intracerbroventricular;

i.p. - intra-peritoneal;

i.pl. — Intraplantar;

IBD — “Inflamatory Bowel Disease”;

I.t.I (ntratecal) — A barreira hematoencefalica e a barreira hematoliquérica muitas vezes impedem ou
reduzem a penetracé@o de farmacos no sistema nervoso central. Portanto, quando se deseja um efeito
local rdpido do farmaco nas meninges ou no eixo cerebroespinhal, como em raquianestesia ou nas
infeccdes agudas do sistema nervoso central, as vezes se injetam os farmacos no espaco
subaracnoide;

Interacbes farmaco receptor — A ocupacdo de um receptor por uma molécula de um farmaco pode
ou ndo resultar em ativagdo do receptor. A ativagdo se refere a capacidade da molécula ligada de
afetar o receptor de modo a desencadear uma resposta tecidual. Quando uma substéncia se liga ao
receptor sem causar ativagdo, impedindo consequentemente a ligagdo do agonista, € denominada
antagonista do receptor. A tendéncia de um farmaco se ligar ao receptor é determinada pela sua
afinidade, enquanto a tendéncia, uma vez ligada, de ativar o receptor é indicada pela sua eficicia. Em
geral, os farmacos de alta poténcia exibem alta afinidade pelos receptorese, portanto ocupam uma
proporcao significativa destes, até mesmo na presenca de baixas concentracdes. Os agonistas
também possuem alta eficicia, enquanto ao antagonistas apresentam, no caso mais simples, eficicia
zero;

IV - Infra-Vermelho;

Leucécitos polimorfonucleares — Os neutréfilos polimorfonucleares constituem os primeiros
leucécitos sanguineos a alcancar a é&rea da reacdo inflamatéria. Aderem as células
endoteliaisvasculares através de uma interagcdo entre as moléculas de adeséo presentes na célula
endotelial. A seguir os neutréfilos migram para fora do vaso até o local em que se encontra o
patdégeno invasor, atraidos por substancias quimicas denominadas quimiotaxinas: algumas liberadas
pelo microorganismo, outras produzidas localmente, como quimiocinas produzidas por macréfagos,
em particular IL-8 (CXCL8). Se o neutrdéfilo for inapropriadamente ativado, os produtos toxicos de
oxigénio e as enzimas proteoliticas podem danificar ao préprios tecidos do hospedeiro. Os eosindfilos
possuem capacidades semelhantes aos neutrofilos e, além disso, sdo dotados de diversos
costituintes granulares potentes que, quando liberados no meio extracelular, podem lesar parasitas
multicelulares.

Lipofilia — Lipofilia representa a afinidade de uma molécula ou de um fragmento por um ambiente
lipofilico. E comumente medida por seu comportanmento de distribuicdo em um sistema bifasico, seja
liquido-liquido ( por exemplo, coeficiente de particdo em 1-octanol/agua) ou sdlido-liquido (retencao
em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa (RP-HPLC, do inglés
reversed-phase high-performance liquid chromatography) ou de cromatografia de camada delgada
(TLC, do inglés thin-layer chromatography);

Log P - coeficiente de particéo;

m/z - relacdo massa/carga;




Mapeamento de receptor — Mapeamento de receptor € uma técnica usada para descrever as
caracteristicas geométricas ou eletrénicas de um sitio de ligacdo quando néo estdo disponiveis dados
estruturais suficientes para este receptor ou enzima. Geralmente, a cavidade do sitio ativo é definida
comparando-se a sobreposi¢édo de moléculas ativas com a de moléculas inativas;

Open-field (Campo aberto): Avalia emocionalidade, atividade locomotora e aprendizado por
habituacdo. Além disso, é realizado o teste de reconhecimento de objetos no open-field, que avalia
véarias modalidades de memoria.

PDB — O banco de dados de proteinas (PDB, do inglés Protein Data Bank) mantido no Laboraté6rio
Nacional Brookhaven, Uptow, New York, que contém estruturas de raio-X de varias centenas de
proteinas;

pf - ponto de fuséo;
PKC - proteina quinase C;

Planejamento de farmacos — O planejamento de farmacos inclui ndo apenas o planejamento do
ligante, mas também a farmacocinética e a toxidez, que estdo na maior parte das vezes além das
possibilidades do planejamento auxiliado pela estrutura ou por computador. Todavia, ferramentas
guimiométricas apropriadas, que incluem planejamento experimental e estatistica multivariada,
podem ser valiosas no planejamento e avaliacdo de experimentos e resultados farmacocinéticos e
toxicolégicos. O termo planejamento de farmacos é mais frequentemente usado do que o termo
correto “Planejamento de ligantes”;

PM - peso molecular;

Poténcia e eficacia — A poténcia refere-se a quantidade de farmaco (geralmente expressa em mg/Kg
ou umol/Kg) de que se necessita para produzir um efeito, como aliviar a dor ou diminuir a pressao
arterial. Por exemplo, se 5 miligramas do farmaco B aliviam a dor com a mesma eficacia que 10
miligramas do farmaco A, entdo o farmaco B é duas vezes mais potente que o farmaco A. De fato, um
farmaco com maior poténcia ndo é necessariamente melhor que outro. Quando os médicos julgam as
qualidades relativas dos farmacos, consideram muitos fatores, como o perfil dos efeitos secundarios,
a toxicidade potencial, a duracdo potencial maxima que um farmaco pode induzir.

PPC — Principais propriedades de substituintes;
ppm - parte por milhdo da frequéncia aplicada;
QSAR - Quantitative Structure-Activity Relationship;

Quimiocinas — As quimiocinas sdo definidas como citocinas quimioatraentes que controlam a
migragdo de leucécitos, funcionando como coordenadores de transito nas reagfes imunoldgicas e
inflamatérias. As quimiocinas CXC (cujo principal exemplo é a IL-8), atuam sobre os neutréfilos e
estdo predominantemente envolvidas nas respostas inflamatdrias agudas. As quimiocinas e seus
receptores constituem alvos particularmente interessantes para novas substincias devido a sua
seletividade, uma vez que as quimiocinas atuam sobre receptores especificos em subgrupos
especificos de células (RANG. H. P., 2004).

Receptor — Um receptor é uma proteina ou um complexo de proteinas localizado no interior ou na
superficie de uma célula, que reconhece especificamente e interage com um composto que atua
como um mensageiro molecular (neurotransmissor, horménio, farmaco etc). Em um sentido mais
amplo, o termo receptor é frequentemente usado como sindnimo para qualquer sitio ativo especifico
de ligacdo de farmacos (em oposi¢cdo a ndo especifico, como a ligagdo as proteinas do plasma),
também incluindo &cidos nucléicos, tais como DNA;

Receptores acoplados a proteina G — Os receptores acoplados a proteina G (GPCR, G-protein
coupled receptors) sdo também conhecidos como receptores metabotrépicos ou receptores que
atravessam sete vezes a membrana (heptahelicoidais). Trata-se de receptores de membrana que
estdo acoplados a sistemas efetores intracelulares através de uma proteina G. Constituem a maior
familia e incluem receptores para mutios horménios e transmissores lentos.




Rend. — rendimento;

RMN 'H - Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio;
s — simpleto;

d — dupleto;

dd - duplo dubleto;

t — tripleto;

m — multipleto;

SAR - Structure-Activity Relationship;

SB225002 (N-(2-Bromophenyl)-N'-(2-hydroxy-4-nitrophenyl)urea) — Antagonista potente e seletivo
do receptor de quimiocinas transmembrana CXCR2 (ICso = 22 nM), 150 x mais seletivo para CXCR2
do que para o receptor CXCRL1.

TMS — tetrametilsilano;
UV - Ultra-Violeta;

Valores de CLog P — Valores de CLog P séo coeficientes de particdo 1-octanol/agua calculados,
frequentemente usados em estudos de correlacdo estrutura-propriedade ou de relacdo quantitativa
estrutura-atividade (SPC/QSAR, do inglés Structure-Property Correlation e Quantitative Structure-
Activity Realationship) (SANT ANA, 2002);




RESUMO

No presente estudo foram sintetizados 33 (N,N’-diariluréias), analogos do 1-
(2-hidroxi-4-nitrofenila)-3-(2-bromofenila)-uréia (SB225002) preparados utilizando
ferramentais racionais utilizadas em quimica medicinal. Os efeitos antinociceptivos
de um antagonista seletivo e nao peptidico do receptor transmembrana de
guimiocinas CXCR2, o SB225002 foram avaliados frente a diversos modelos
experimentais de dor em camundongos. A nocicepcdo espontanea via a
administracdo i.p. de SB225002 causou uma reducdo consistente e dose
dependente das constricdes abdominais induzidas por acido acético, visto que nao
afetou significativamente a nocicepc¢ao induzida pela formalina, pela capsaicina, pelo
glutamato ou pelo éster de phorbol. O tratamento sistematico com SB225002 reduziu
impressionantemente a nocicep¢do espontanea induzida por 8-Br-cAMP, ou a
hipernocicepcdo mecanica induzida pela prostaglandina E, (PGE>), pela epinefrina,
ou pela quimiocina KC. No modelo da carragenina o SB225002 foi eficaz em impedir
a hipernocicep¢cdo mecanica, quando administrado por vias i.p., i.t ou i.c.v., ou
mesmo quando co-administrado com o carragenina na pata do rato, indicando locais
periféricos e centrais da acdo para o SB225002. O tratamento via i.p. com
SB225002, reduziu significativamente o aumento na atividade da mieloperoxidase
(MPO) ou a elevagéo de IL-1B, de TNFa ou de niveis do KC depois da injecdo da
carragenina. Quando examinada nos modelos cronicos da dor induzidos pelo

complexo adjvante de Freund (CFA) ou pela constricdo parcial do nervo ciatico




(CPNC), a administracdo repetida de SB225002 indicou efeitos antinociceptivos
proeminentes e duradouros. O SB225002 nao induziu efeitos centrais inespecificos,
como avaliados nos testes do campo aberto ou de “rota-rod” ou mesmo nas
respostas da laténcia para estimulos térmicos. As 33 N, N’-diariluréias sintetizadas,
foram avaliadas frente ao modelo de hipernocicepcdo mecanica induzido pela
carragenina; onde nove compostos (A00, A03, A04, A05, A07, A08, A09, A16 e A28)
apresentaram melhor eficacia, mas poténcia inferior ao valor encontrado para o

SB225002, utilizado como modelo no presente estudo.

Embora os neutrofilos sejam implicados fortemente em eliminar os microbios
patogénicos, 0 recrutamento excessivo pode causar dano tecidual.
Consequentemente, reduzir o influxo celular durante um processo inflamatério pode
ser um alvo potencial para tratar as doencas inflamatérias intestinais, porque o
receptor CXCR2 esta diretamente envolvido na migracdo dos neutréfilos, este
estudo também avaliou se o tratamento terapéutico sisteméatico com o antagonista
seletivo de quimiocinas, o receptor CXCR2, o SB225002 melhora a colite
experimental, que foi induzida nos ratos pelo acido 2.4.6-trinitrobenzeno sulfénico
(TNBS). Os nove compostos analogos sintéticos mais efetivos serdo avaliados neste

modelo futuramente.

Nossos dados confirmam o importante papel exercido pelas quimiocinas nos
processos que envolvem a dor, indicando que o antagonista seletivo para o receptor
CXCR2, 0 SB225002 e seus 09 compostos analogos sintetizados que apresentaram
eficacia superior ao SB225002, podem representar alternativas interessantes e

inovadoras para a geréncia de estados dolorosos agudos e crénicos.




ABSTRACT

This present study evaluated the antinociceptive effects of the selective and
non-peptide transmembrane chemokine receptor CXCR2 antagonist SB225002 and
33 N, N'- diariluréias synthetic chemical analogous effect preparations using
ferramentals rationals used in medicinal chemistry. The diverse experimental
in models of pain in mice had been evaluated front. As assessed in different tests
of spontaneous nociception, intraperitoneal (i.p.) administration of SB225002 caused
consistent and dose-related reduction of acetic acid induced abdominal constrictions,
whereas it did not significantly affect the nociception evoked by formalin, capsaicin,
glutamate or phorbol ester acetate (PMA). Systemic treatment with SB225002
strikingly reduced the spontaneous nociception induced by 8-bromo-cAMP (8-Br-
cAMP), or mechanical hypernociception induced by prostaglandin E: (PGE.),
epinephrine, or the keratinocyte-derived chemokine (KC). In the carrageenan model,
SB225002 markedly reduced mechanical hypernociception when administered by
i.p., intrathecal (i.t.) or intracerebroventricular (i.c.v.) routes, or even when co-
administered with carrageenan into the mouse paw, indicating peripheral and central
sites of action for SB225002. In addition, i.p. treatment with SB225002 significantly
attenuated the increase in MPO activity or the elevation of IL-1b, TNFa or KC levels
following carrageenan injection. In the persistent models of pain evoked by complete
Freund’s adjuvant (CFA) or by the partial ligation of the sciatic nerve (PLSN), the
repeated administration of SB225002 displayed prominent and long-lasting
antinociceptive effects. Notably, SB225002 did not evoke unspecific central effects,

as evaluated in the open-field and rota-rod tests, or even in the latency responses for




thermal stimuli. Our data confirm the previous notion on the critical role exerted by
chemokines in pain, indicating that selective CXCR2 antagonists, such as SB225002,
might well represent interesting and innovative alternatives for the management of
both acute and chronic pain. The 33 synthetic N N'-diarylureas had been evaluated
front to the model of induced hipernociception mechanics for the carragen; where
nine composites (A00, A03, A04, A05, A07, A08, A09, A16 and A28) had presented
effectiveness better, but inferior power to the value found for the SB225002, used as

model in the present study.

Although neutrophils are strongly implicated in eliminating pathogens,
excessive recruitment may cause tissue damage. Therefore, reducing cell influx
during an inflammatory process may be a potential target for treating inflammatory
bowel diseases (IBD). As CXCR2 is involved in neutrophil migration, this study aimed
to evaluate whether the systemic therapeutic treatment with selective CXCR2
antagonist SB225002 ameliorates experimental colitis, which was induced in mice by

2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS). The nine more effective synthetic

analogous composites will be evaluated in this model in future.

Our data confirm the important paper exerted for the chemokine in the
processes that involve pain, indicating that the selective antagonist for receiver
CXCR2, the SB225002 and its nine synthetic analogous composites that had
presented superior effectiveness to the SB225002, can represent interesting
and innovative alternatives for the management of acute and chronic painful

states.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 A Origem dos farmacos

A importancia dos produtos naturais na terapéutica é reconhecida desde
tempos imemoriais. O conhecimento das plantas alucindgenas pelos amerindios que
as empregavam em ritos pagaos, bem como propriedades afrodisiacas de diversas
pocOes preparadas a partir de distintas espécies vegetais, acompanha o homem ha
muitos milénios (BARREIRO e FRAGA, 2001). Os metabdlitos secundarios
produzidos por plantas tiveram um papel fundamental no desenvolvimento da
quimica orgéanica sintética moderna. Historicamente, o desenvolvimento da quimica
organica ocorreu paralelamente ao estudo de plantas, principalmente a partir do
século XIX, qguando foram registrados os primeiros estudos sobre plantas, com base
cientifica. Isso resultou no isolamento de alguns principios ativos de plantas, ja entéo
conhecidas como medicinais. Desses estudos foram obtidas algumas substéancias
que se consagraram como principios ativos eficazes, e que até hoje, ainda sdo muito
empregados no tratamento de certas doencas, a exemplo de morfina, quinina,
canfora e cocaina, apresentadas na Figura 1 (BARREIRO e FRAGA, 2001;

MONTANARI, 2001).
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Figura 1 Estruturas quimicas de alguns principios ativos isolados de plantas.

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias
organicas conhecidas. Entretanto, € o Reino Vegetal que tem contribuido de forma
mais significativa para o fornecimento de substancias Uteis ao tratamento de
doencas que acometem o0s seres humanos. A fantéstica variedade e complexidade
de metabdlitos especiais biossintetizados pelas plantas ter-se-iam formado e
evoluido, como mecanismo de defesa desses vegetais as condicdes ambientais
ricas em microorganismos, insetos, animais e também as condi¢ces de adaptacado e
regulacdo. Desta forma, as plantas constituem-se num enorme laboratério de sintese
organica, fruto de milhdes de anos de evolucdo e adaptacdo sobre a terra
(BARREIRO e FRAGA, 2001). Devido a tais constatacdes, os produtos naturais e
derivados foram, e continuam sendo, notoriamente, de importancia crucial em
determinados setores de uma sociedade moderna, mesmo considerando-se 0
grande numero de produtos produzidos por sintese. No século XX, o surgimento dos
antibiéticos produzidos por fermentagdo microbiana aliado ao desenvolvimento
marcante de farmacos sintéticos produzidos pela industria farmacéutica, logo depois

da Grande Guerra, foram causas marcantes no declinio do uso de plantas
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medicinais e consequentemente o investimento em farmacos de origem vegetal.

(MONTANARI, 2001).

1.2. A Quimica Medicinal

A Quimica Medicinal pode ser definida por esta sentenca de Alfred Burger
“...tried to be based on the ever-increasing hope that biochemicals rattionales
for drug discovery may be found...” Com base nesta definicdo conclui-se que a
Quimica Medicinal se dedica a estudar as raz6es moleculares da acdo dos
farmacos, a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade farmacolégica, incluindo
0 planejamento e o desenho estrutural de novas substancias que possuam
propriedades farmaco terapéuticas Uteis e capazes de representar novos farmacos.
Esta tarefa complexa envolve uma multiplicidade de fatores responsaveis pela
resposta terapéutica de uma substancia exdgena (ex., farmaco) que precisa
apresentar elevada eficacia, reflexo das propriedades farmacodinamicas — aquelas
que regem as interacBes responsaveis pelo reconhecimento molecular do farmaco
pelo biorreceptor e resultam na resposta terapéutica desejada — e farmacocinéticas —
aguelas que governam os fatores de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
eliminacdo do farmaco na biofase, resultando no perfil de biodisponibilidade — além

de possuir reduzida toxidez (BARREIRO e FRAGA, 2001).

Face ao amplo espectro de fatores envolvidos, resultando da complexidade
dos sistemas biolégicos, para conduzir a termo esta tarefa, a Quimica Medicinal se
caracteriza pela inter e multidisciplinaridade constituida, por exemplo, por biofisica,

biologia molecular, bioquimica, clinica médica, farmacologia, fisico-quimica,
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fisiologia, neurobiologia, patologia, quimica biologica, toxicologia, quimica
inorganica, quimica organica e quimica quantica. Esse formalismo néo leva,
necessariamente, ao dominio da quimica medicinal sobre as outras disciplinas.
Todas essas disciplinas funcionam conjuntamente dentro do aspecto trans-(sobre a
insercdo de um conceito em outro), multi-(sobre a co-existéncia de mdultiplos) e
interdisciplinar (sobre a necessidade de interfaces), onde todas as partes séo
fundamentais e a eventual falha de uma delas, prejudica todo o sistema.

(BARREIRO e FRAGA, 2001; MONTANARI, 2000).

1.3 Farmacos sintéticos

Atualmente os farmacos obtidos por via sintética representam a maior parcela
dos medicamentos disponiveis. O panorama dos agentes terapéuticos

desenvolvidos atualmente esta representado na (Figura 2) (CRAGG et. al. 1997).

Produtos sintéticos

modelados a partir

de produtos naturais
9%

Derivados de *
produtos naturais
24%
Produtos
| _—sintéticos
% 56%

Produtos naturais / /

6%

Biolégicos
5%

Figura 2 Diferentes fontes de agentes terapéuticos.
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Em sua ampla maioria, os farmacos sintéticos sdo aquirais e possuem, nao
raramente, mais de um heteroatomo. Se os classificarmos pelo tipo de mecanismo
de acdo que apresentam, observar-se-a que em sua ampla maioria sdo substancias
sintéticas com propriedades inibidoras de enzimas e antagonistas de receptores
seletivos, sendo menos numerosos agueles que atuam como agonistas de
receptores e, menos ainda, aqueles que atuam ao nivel de canais ibnicos. Estima-se
que 79 enzimas e 24 tipos de diferentes receptores totalizem os alvos terapéuticos
dos farmacos sintéticos empregados, embora sejam cerca de 200 enzimas
estudadas atualmente como alvos terapéuticos Uteis para acdo de novos farmacos

(BARREIRO e FRAGA, 2001).

1.4 Desenvolvimento de novos medicamentos

Detentores de um mercado extremamente lucrativo, os fitofarmacos, como
por exemplo: ginko, kava, ginseng, erva de Sao Joao, etc., reacenderam o interesse
da industria farmacéutica pelos produtos de origem vegetal. Por volta de 1990,
estimou-se que cerca de 80% da populagcdo mundial procuravam nas plantas a fonte
principal de medicamentos. Estd comprovado hoje, que em grande parte a
populacdo mundial, principalmente aquelas de paises em desenvolvimento usam
como medicamentos extratos ou porc¢des oriundas de plantas (MONTANARI, 2001).
A industria farmacéutica motivada, em parte pela descoberta de quimioterapicos
eficazes como vimblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®), podofilotoxina e os
analogos etoposideo (VP-16-213; Vespeside®) e teniposideo (VM-26; Vumon®),

camptotecina e taxol (placitaxel; Taxol®), (Figura 3), reativou o interesse pelos
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medicamentos de origem vegetal, principalmente pela busca de substancias com
estruturas moleculares complexas, praticamente impossiveis de serem obtidas por
um processo sintético de custo racional. A constatacao desse fato € que a sintese
comercial do taxol, na realidade é uma semi-sintese, cuja matéria prima € bacatina
[ll ou cefalomanina, ambas com esqueleto taxano e o anel oxietano completamente
formados. Fundamentado nesse principio, a industria farmacéutica vem aplicando
grandes investimentos em pesquisas de bioprospecc¢cao, mesmo tendo em conta que
a pesquisa de novos farmacos é um mercado de alto risco. De acordo com a
Pharmaceutical Research and Manufactures of América (PhRMA) dentre 5.000-
10.000 candidatos a farmacos, apenas um passa para a fase de testes pré-clinicos e
clinicos e é submetido a aprovacdo do Food and Drug Admisnistration (FDA-EUA)
para comercializacdo. Levando em consideracdo o custo do investimento, e 0
retorno econdmico de um produto farmacéutico, a industria transnacional tem
canalizado gigantescos investimentos em doencas como AIDS, mal de Alzheimer,
cancer, depressao, diabetes, doencas cardiacas, inflamacdo, derrame e

osteoporose, principalmente (MONTANARI, 2001).
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Vimblastina Vincristina Etoposideo

Teniposideo Camptotecina Taxol
Figura 3 Quimioterapicos de origem vegetal de interesse da industria farmacéutica.

Com objetivos muito bem definidos, a industria farmacéutica ndo despreza o
potencial que as plantas possuem em fornecer substancias novas. Entretanto, para
otimizar a busca por principios ativos de maneira racional, por volta dos anos 80, a
industria farmacéutica redirecionou todo o processo de selecdo de produtos
bioativos, no que determinou de “busca racional de drogas” pelo uso de
fracionamento guiado por bioensaios especificos para enzimas, receptores, DNA,
etc, também motivado pelo conhecimento de mecanismos de acdo de novas
substancias quimicas biotivas [bioactives new chemical entities (BIONCES)]. Dentro
desse modelo, uma industria farmacéutica de grande porte selecionava em média,
cerca de 5.000 substancias por ano. Nos anos 90, com advento da quimica
combinatoria, banco de germoplasma e bioensaios em larga escala [high-throughput
screening (HTS)], os programas de descoberta de novos farmacos mudaram
radicalmente. Hoje um programa de HTS pode testar o0 mesmo numero de
substancias (ou mais) em apenas um dia. Usando a quimica combinat6ria como

ferramenta, a quimica medicinal aumentou em centenas de vezes a produtividade de
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BIONCEs. De acordo com Salvatore Forenza, Diretor executivo do Lead Discovery
Bristol-Myers Squib Pharmaceutical Research Institute, a quimica medicinal hoje,
responsavel pela producéo de todas as classes de substancias, em média de 50-100

substéancias por semana (MONTANARI, 2001).

No Brasil, j& no inicio de um novo século, as pesquisas com plantas ainda
estdo muito centradas no ambito da Universidade e Institutos de Pesquisas onde se
desenvolve basicamente a fitoquimica tradicional. Muito embora j& existam varios
grupos nacionais envolvidos com a busca de principios ativos de plantas, essa
pesquisa é fundamentalmente académica. Considerando-se que um programa de
descoberta de novos farmacos € um processo muito longo, complexo e de alto custo
(Figura 4); considerando-se ainda que o processo envolve duas etapas distintas a
fase de descoberta e a de desenvolvimento e comercializagdo; ndo ha sem duvida
que competéncia cientifica nacional esta qualificada para atuar na primeira fase

desse processo, com sucesso (MONTANARI, 2001).

Somente sdo apresentadas as principais atividades empreendidas em cada
estagio (Figura 4), com os detalhes variando muito de acordo com o tipo de farmaco
desenvolvido. O custo global de cada substancia lancada no mercado é de 250-500
milhdes de libras esterlinas, e a escala tipica de tempo é de 8-12 anos. Somente 01
em cada 12 substancias em desenvolvimento consegue alcancar o mercado (RANG

et al, 2004).
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DESCOBERTA DESENVOLVI- DESENVOLVIMENTO CLINICO
DO FARMACO MENTO
PRE- CLINICO FASE | FASE Il FASE Ili FASE IV
Selecao do alvo Farmacocinética Pl
Farmacocinética, Testes em pequena Testes Vigilancia
Achado Toxicologia tolerabilidade, efeitos escala em pacientes clinicos apos o
em curio prazo colaterais em para avaliar a eficacia controlados lancamento
Otimizagao voluntarios saudéveis & dosagem em larga no mercado
do protétipo Formulacao escala
Perfil Sintese em Estudos toxicologicos
farmacologico grande escala em longo prazo
do protétipo
+«— 2-5an0s —+ <+—— 1,5an0 —— 5-7 anos
.:sioranr'ojetos ———3»| 12 substancias - pi 5t | 3 [— ;E————%JL
Candidato Substéancia em Farmaco aprovado para
a farmaco desenvolvimento ser langado no mercado

Figura 4 Os estagios do desenvolvimento de um novo farmaco “tipico”, isto é, uma substancia sintética

sendo desenvolvida para uso sistémico (RANG et. al. 2004).

1.5 Modificacdo estrutural e correlacdo entre estrutura quimica e atividade

bioldgica.

Um estagio crucial neste processo € o desenho de novos farmacos em que o
alvo principal é potencializar sua atividade e melhorar as suas propriedades
minimizando os efeitos indesejaveis. Vamos discutir brevemente as estratégias do
desenho de farmacos usados para melhorar as interagcbes de uma droga e o seu
alvo. Tais melhorias devem potencializar a atividade e podem igualmente reduzir
efeitos se as interagdes forem melhoradas e aumentar a seletividade entre diferentes

alvos (PATRICK, 2001).

Em geral, os farmacos disponiveis no mercado, sdo em sua ampla maioria, de
origem sintética. A modificacdo estrutural constitui-se no método mais utilizado para
a obtencdo de compostos farmacologicamente ativos, ou para potencializar a

atividade de principios ativos naturais ou sintéticos. Muitas mudancas podem ser
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introduzidas em uma molécula, dependendo de seus centros reativos, varios

caminhos poderédo ser seguidos:

v Variagao dos substituintes;

v Extensédo da estrutura;

v' Extensédo ou contracao da cadeia;
v' Expanséo ou contragdo do anel;
v' Variacao do anel;

v' Fusao de anéis;

v Simplificacdo da estrutura;

v' Tornar a estrutura rigida.

Sabe-se que a modificacdo de um atomo de hidrogénio por um determinado
substituinte (grupo alquila, nitro, ciano, carboxilato, halogénio, etc.) pode modificar a
poténcia, duracdo e ainda a natureza do efeito farmacolégico de uma molécula. Os
estudos de correlacao estrutura e atividade, fundamentados no efeito do substituinte
em um determinado anel aromatico, sdo muito comuns na quimica medicinal, uma
vez que mais de 50% dos farmacos ou compostos bioativos possuem este tipo de

anel (YUNES e CALIXTO, 2001).

As modificacdes produzidas pela introducdo de um substituinte podem
modificar varias propriedades fisico-quimicas da molécula, tais como:
hidrofobicidade, densidade eletronica, conformacéo estrutural e propriedades
farmacocinéticas, entre outras, cuja andlise podera orientar as sinteses a serem
realizadas. Por exemplo, um grupo hidroxila pode ser transformado em metoxila,
acetoxi, etc.; uma dupla ligacédo pode ser hidrogenada, transformada em epéxido, ou

ainda sofrer reacdes de adicao de diferentes grupos; um grupo carboxilico pode ser




47

reduzido a aldeido, alcool ou transformado em amida ou éster. Utilizando estas
reacoes como ferramentas, pode-se obter dados importantes da nova molécula
sobre efeitos estéreo-eletrbnicos, como: a mudanca da lipossolubilidade, eliminacéo
do grupo doador de ponte de hidrogénio, mudanca da densidade eletronica de
determinados grupos, mudancas na conformacgdo, entre outros, que influenciam

diretamente na atividade biolégica das moléculas (YUNES e CALIXTO, 2001).

Na quimica medicinal a otimizagc&o das estratégias de sintese sao importantes
para obter os melhores resultados e para diminuir os custos envolvidos no processo
de descoberta do novo agente farmacologicamente ativo. Utilizando-se de uma boa
estratégia de sintese, permitird a obtencdo de um grupo de compostos importantes

para realizar um tratamento quantitativo de relacdo estrutura e atividade.

Os mais modernos métodos de correlacdo sdo o 4D-QSAR, 3D-QSAR, mais
conhecidos com COMFA (CRAMER, et al., 1998). Muitas estratégias foram
desenvolvidas para compreender os mais diversos parametros fisico-quimicos numa
pequena série de compostos ou grupo de testes. Dentre estes, pode-se citar 0s
métodos de Topliss, Hansch e Leo, Craig, PPC (Principais Propriedades de

Substituintes), (YUNES e CALIXTO, 2001).

Pode-se ressaltar que trabalhando com métodos relativamente simples e
classicos (método de Topliss), pode-se obter grande éxito no entendimento e

desenvolvimento de novas entidades bioativas (TOPLISS, 1972).
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1.6 Otimizac&o do composto prototipo.

As substancias-referéncias encontradas por triagem ao acaso fornecem a
base para o seguinte estagio, a otimizacdo do prototipo, cujo objetivo (geralmente) é
aumentar a poténcia da substancia, sobre o seu alvo e otimiza-lo em relagdo as
outras propriedades, como seletividade, estabilidade metabdlica etc. Nessa fase, os
testes aplicados incluem uma gama mais ampla de ensaios sobre diferentes
sistemas de testes, incluindo estudos para determinar a atividade e o curso temporal
das substancias in vivo (onde possivel, em modelos animais mimetizando o0s
aspectos da condicdo clinica), verificacdo dos efeitos colaterais O6bvios e,
geralmente, para absorcédo oral. O objetivo da fase de otimizacdo do protétipo é
identificar um ou mais farmacos candidatos convenientes para desenvolvimento
posterior. O problema mais comum € que a “otimizagdo do prototipo” prova ser
impossivel: apesar de muito engenho e da quimica, o protétipo, como adolescente
rebelde, recusa-se a parar com seus maus habitos. Em outros casos, as
substancias, embora produzam o efeito desejado sobre a molécula-alvo, falham em
produzir os efeitos esperados em modelos animais da doenca, implicando que,
provavelmente, o alvo ndo € bom. A minoria virtual consegue ir para onde a préxima

fase: o desenvolvimento pré-clinico (RANG et al., 2004).

1.7 Método manual de Topliss.

A interacdo de um farmaco com um sistema biolégico envolve a consideragéo

de efeitos de substituintes que podem dar uma importante contribuicao
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independente e aditiva. Topliss tem indicado que o método de correlacdo entre
estrutura quimica e atividade, desenvolvido por Hansch conseguiu uma aproximacao
mais racional para otimizar a sintese de farmacos. Quando esta otimizacdo é
procurada pela incorporacdo de diferentes substituintes no anel benzénico, Topliss
sugere um método ndo estatistico, denominado manual, para aplicar o método de
Hansch. O método manual consiste na analise dos resultados de cinco compostos,
gue devem ser sintetizados com os substituintes no anel aromatico A: H, 4-Cl, 3,4-

Cly, 4-CH3 e 4-OCHgs (Figura 5) (TOPLISS, 1972).

|
L di y
4-OMe 4-CHy 4G,
L E L E b1 L E
Bt }CF,IH-GI
3Cl 3l 3 3-CF,4-NO,
LT g M 2,
Pt
See Central Mg 3CH, 3CF l
Branch Sci I 4NO,
iin, | M
1 ? “op 3o,
TMe4-NMes, 4F
4+NH,

Figura 5 Arvore de decis&o de Topliss para substituintes aroméaticos, M = mais ativo, E = igual atividade e

L = menos ativo, comparados com o composto (H) inicial (TOPLISS, 1972).

Apresentamos na Tabela 1 as dependéncias paramétricas fisico-quimicas
encontradas nas relacdes de Hansh como: n (constante de hidrofobicidade), o
(constante de Hammett) e varias contribuicbes n + o, apresentam as diferentes
contribuicbes que cada efeito possa exercer bem como o parametro Es (efeito

estérico na posigéo 4).
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Tabela 1 Ordem de poténcia para varios parametros fisico-quimicos.

Parametros
Substituintes
V4 - o -0 nto 2r-0 rwm-0o rxw-20 7xw-30 Es
3,4-Cl, 1 1-2 1 5 1 1 1-2 3-4 5 2-5
4-Cl 2 1-2 2 4 2 2-3 3 3-4 3-4 2-5
4-CH, 3 3 4 2 3 2-3 1-2 1 1 2-5
4-OCHs4 4-5 4-5 5 1 5 4 4 2 2 2-5
H 4-5 4-5 3 3 4 5 5 5 3-4 1

Baseado em resultados de quatro ou cinco compostos, pode-se pré-dizer, a
rota sintética provavel para a obtencdo de novos compostos farmacologicamente
mais potentes (Tabela 2). A vantagem da aplicacgdo do método de Topliss na

correlacdo estrutura quimica-atividade bioldgica estd na sua simplicidade,
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possibilitando o6timos resultados em pouco tempo. Este método ndo aplica outros

parametros fora de =, o e efeito estéreo (Es) (TOPLISS, 1972; TOPLISS, 1977).

Tabela 2 Sele¢édo de novos substituintes.

Provaveis
Selecdo de Novos Substituintes
Parametros Ativos

T, T+ O, O 3'CF3, 4'C|, 3'CF3, 4'N02, 4'CF3, 2,4'C|2; 4'C5Hg, 4'C6H11

4-CH(CHa),; 4-C(CHa)s; 3,4-(CHjg),; 4-O(CH,)3CHj3; 4-OCH,Ph; 4-
T,27w- 0, T- O
N(C2Hs)2

4-N(C,Hs),; 4-N(CHa),; 4-NH,, 4-NHC4Hg; 4-OH; 4-OCH(CHy),;
w-20,7-30,-0

3-CHg; 4-OCHj4
27- 7 4-Br; 3-CF3; 3,4-(CHy),; 4-CoHa; 4-O (CH,).CHg; 3-CHjg; 4-Cl
Es (posicédo 4) 3-Cl; 3-CHs; 3-OCHg; 3-N(CH3)2; 3-CF3; 3,5-Cly;
Efeito orto 2-Cl; 2-CHg; 2-OCHg; 2-F

4-F; ANHCOCHg3; 4-NHSO,CHg;; 4-NO,; 4-COCHg; 4-SO,CHg; 4-
Outros
CONHy; 4-SO,NH,
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1.8 Regra dos cinco de Christopher A. Lipinski para compostos sintéticos.

A regra de Lipinski, denominada de regra dos cinco, tem como objetivo
estimar a solubilidade e a permeabilidade de farmacos administrados por via oral,

predizendo a influéncia da estrutura quimica na absorcédo de um dado composto.

Os critérios a serem avaliados sao:

v" A massa molar nao deve exceder a 500 g/mol;

v O log P, cujo valor limite é cinco;

v Os grupos doadores (NH + OH) e aceptores (N + O) de ligacao hidrogénio,
cujas somatdrias ndo devem ultrapassar a 5 e 10, respectivamente.

v Apenas classes de compostos que sao substratos para transportadores
biolégicos e produtos naturais sdo consideradas excegcbes a regra

(LIPINSKI, 1997).

1.9 Aspectos farmacoldgicos da inflamacéo e da dor.

Inflamar significa “colocar fogo” o que implica na cor vermelha, na
possibilidade de aquecimento e na geracdo de dor (TROWBRIGDE e EMLING,
1996). A resposta inflamatéria € um mecanismo benéfico e fisiolégico pelo qual o
organismo se defende contra infec¢des e tenta reparar danos teciduais ou perda de
funcdo (LAWRENCE et al., 2002). Assim, o processo inflamatorio agudo pode ser
definido como um conjunto de alteragbes bioquimicas e celulares que ocorrem em

resposta a estimulos inespecificos, tais como infeccbes ou danos teciduais
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(HANSSON, 2005). As reacdes inflamatérias locais sdo caracterizadas por aumento
do fluxo sangliineo e da permeabilidade vascular, seguida de dilatacdo venular e
acumulo de células do processo inflamatério, caracterizado os quatro sinais tipicos
da presenca de inflamacao: rubor (hiperemia), tumor (edema), calor (aumento da
temperatura local) e dor, (GILROY et al,. 2004). O quinto sinal da inflamacéao, que é

a perda da funcéo do tecido ou 6rgao lesado (KASSUYA, 2006).

As causas que levam a inflamacéo sdo mdultiplas e de natureza variavel. S&o
reconhecidos 0s seguintes tipos de agentes que causam inflamacdo: agentes
biolégicos como bactérias, virus, protozodrios; agentes quimicos como acidos,
alcalis, formaldeido, carragenina; agentes fisicos como calor excessivo, frio
exagerado, radiagao ultravioleta e ionizante, eletricidade, traumatismos, fraturas,
incisdes e agentes imunes, exposicdo a antigenos provocando ativacao da resposta

imunologica do hospedeiro (KASSUYA, 2006).

Os componentes basicos de um processo inflamatério envolvem eventos
vasculares e celulares, mediadores derivados de células e da ativacao plasmaética,
gue produzem os sinais classicos da inflamacéo. As alteracGes vasculares iniciam-
se imediatamente e desenvolvem-se durante as primeiras horas ap6s o estimulo
inflamatorio. Elas consistem em vasodilatacdo, aumento do fluxo sangiineo,
aumento da permeabilidade vascular e exsudacdo de plasma. Em condicdes
normais a micro-circulacao apresenta baixissima permeabilidade a macromoléculas.
As proteinas plasmaticas circulam muito lentamente entre sangue e tecidos e
retornam ao sangue através dos vasos linfaticos. Esta situagdo muda
dramaticamente durante o processo inflamatorio. A micro-circulagdo torna-se
permedvel a macromoléculas e fluidos vindos do sangue, causando edema tecidual

(GILROY et al., 2004 e KASSUYA, 2006).
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Os eventos celulares sdo marcados pela saida das células circulantes da luz
do vaso e a migracdo de leucocitos para o sitio inflamatorio. Esse fenbmeno segue
algumas fases como captura, rolamento dos leucocitos pelo endotélio, adesao firme
e transmigracdo. Todas estas etapas do processo de migracdo leucocitaria sao
dependentes da expressao pelos leucdécitos e pelas células endoteliais de moléculas
denominadas moléculas de adesédo e de mediadores quimiotaticos. A mobilizacéao
adequada dos leucdcitos circulantes para o sitio inflamado é fundamental para a
defesa do organismo, ja que estas células podem desenvolver suas acdes de
fagocitose e destruicdo de agentes patogénicos levando a resolucdo do processo.
Os leucdcitos circulantes migram seletivamente e em ndamero significativo para o
tecido inflamado no decorrer do processo. Em uma resposta inflamatoéria aguda, e
logo nos estagios iniciais, ha acamulo predominante de neutrofilos, enquanto que as
células mononucleares sdo observadas mais tardiamente durante a fase aguda, bem
como nos processos cronicos. A migracdo de eosindfilos também pode ocorrer em
processos inflamatorios, estando principalmente associada a processos alérgicos e
infeccdes parasitarias. Algumas das células ja estao presentes no tecido afetado tais
como: células endoteliais, células mesoteliais, mastécitos, eosindéfilos, macrofagos e

alguns linfocitos (KASSUYA, 2006).

Além da dor derivada do processo inflamatério, podemos citar outros tipos de
dor como nociceptiva, neurogénica e a neuropatica (MILAN, 1999). Além disso,
outras manifestacdes dolorosas como a hiperalgia (sensibilidade exacerbada a um
estimulo doloroso) séo frequentes em pacientes acometidos de dor. Em termos de
duracédo, a dor pode ser aguda ou crbnica. A dor aguda esta associada com uma
lesdo tecidual recente, ativacdo de nociceptores e pode desaparecer até mesmo

antes da cura do dano tecidual (CARR e GOUDAS, 1999; PARK e VASKO, 2005).
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Por outro lado a dor cronica pode se perpetuar por meses ou anos, caracteriza-se
em relacdo a persisténcia e alteracbes adaptativas, o que muitas vezes dificulta o

tratamento (IADAROLA e CAUDLE, 1997; BESSON, 1999 e KASSUYA, 2006).

A percepcéo dolorosa a um determinado estimulo nocivo tem como propésito
biolégico alertar o organismo sobre algum perigo no ambiente, incluindo a resposta
comportamental de proteger o organismo contra possivel lesdo. A transmissédo da
dor envolve uma interacdo complexa de estruturas centrais e periféricas desde a
pele, visceras ou outros tecidos até o cortex cerebral (Figura 6) (DOR ON LINE,

2009).

CORTEX

PERCEPGAO

TRANSMISSAO
TRANSDUGAO

OOTTACRD ESTIMULO
RULA NOCICEPTOR NOCIVO

Figura 6 Mecanismos transmisséo da dor.

Os estimulos tais como calor, frio, compressédo intensa ou substancias
quimicas endbgenas ou exdgenas potencialmente nocivas, ativam as terminacdes
nervosas livres e periféricas de fibras sensoriais delgadas do tipo C e Ad, chamadas
de nociceptores. Estas fibras sdo formadas por neurbnios cujos corpos celulares
encontram-se nos ganglios da raiz dorsal (DRG) e trigemial, e sdo responsaveis pela

condugédo das informagfes nociceptivas até o corno dorsal da medula espinhal e o
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nacleo trigemial pars caudalis na ponte, respectivamente (DRAY e PERKINS, 1997;
RUSSO e BROSE, 1998; BESSON, 1999, PARK e VASKO, 2005). Imediatamente,
um reflexo de retirada mediado pela medula espinhal é desencadeado no intuito de
remover a regido do corpo ameacada. Nas laminas superficiais do corno dorsal da
medula espinhal, as terminacdbes dos nociceptores liberam  varios
neurotransmissores que estimulam neurénios de segunda ordem. Estes neurdnios
formam vias que irdo distribuir informacdes para circuitos cerebrais responsaveis
pela producédo das sensacbes dolorosas (CRAIG, 2003; HUNT e MANTHY, 2001;

PARK e VASKO, 2005)

Embora diversos mecanismos moleculares envolvidos na sensibilizagcéo
central tenham sido estabelecidos recentemente, aqueles responsaveis pela
sensibilizacdo periférica ainda ndo foram completamente elucidados. Entretanto, o
conhecimento da biologia molecular acerca dos diversos receptores e vias
transducionais envolvidos na génese da nocicepcao permitiram um extraordinario
progresso no entendimento do mecanismo de acao de diversos neurotransmissores
e, consequentemente, de drogas que atuam na modulacdo central e periférica da
nocicepgdo. Os mecanismos envolvidos na transducdo neuroquimica da dor
geralmente envolvem a interagdo dos mediadores inflamatoérios e/ou nociceptivos
com canais ibnicos de membrana dependente de voltagem, canais ibnicos operados
por receptor, receptores associados a tirosina quinase, ou com receptores de

membrana que usualmente encontram-se acoplados a proteinas G (LEVINE e

TAIWO, 1994; WOOD e DOCHERTY, 1997; MILLAN, 1999; PARK e VASKO, 2005).

A Figura 07 ilustra observacdes experimentais. Uma inflamacédo induzida por
uma substancia irritante chamada carragenina ou por uma toxina bacteriana

(lipopolisacarideo — LPS) estimula as células residentes do tecido a liberarem uma
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citocina denominada TNF-a (Fator de Necrose Tumoral) que, por sua vez, induz a
liberacdo de outras duas citocinas: interleucina 1-Beta (IL-1b) e Interleucina-8 (IL-8).
A IL-1b promove a ativacdo de uma enzima denominada ciclooxigenase (COX)
responsavel pela producéo de prostaglandinas. A IL-8 promove a producéo local de
aminas simpatomimeéticas (p.ex. dopamina e noradrenalina). As prostaglandinas e as
aminas simpatomiméticas atuam nos receptores dos neurdnios sensitivos primarios

(NSP) induzindo a sua sensibilizacdo (DOR ON LINE, 2009).

Carragenina/ LPS
4

| Céls. Residentes |

| NSP: HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA |

Figura 7 Cascata de Citocinas.

Os neutréfilos, os eosindfilos, os mastoécitos, os macréfagos dentre outras
células sdo capazes de produzir varios mediadores inflamatérios e/ou nociceptivos
como histamina, serotonina, PGs, leucotrienos (LTs), PAF, citocinas, quimiocinas,
fator de necrose tumoral (TNF-o) e numerosas proteases entre outros. Estes
mediadores podem estar relacionados tanto com a inflamagéo quanto com a dor

(KASSUYA, 2006).
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1.10 Doencas inflamatorias intestinais.

Doencas inflamatérias intestinais (IBD, do inglés Inflamatory Bowel Disease) é
uma classificagdo genérica para um grupo de desordens inflamatérias do trato
gastrointestinal que € caracterizada por dano e inflamac¢do da mucosa intestinal. As
duas IBDs sao a colite ulcerativa e a doenca de Crohn (Figura 8). A doenca de
Crohn é geralmente caracterizada por ser uma doenca inflamatoria transmural que
afeta todo o trato digestivo, podendo afetar desde a boca até o anus (Figura 9). Por
outro lado, a colite ulcerativa € uma doenca inflamatéria ndo transmural que esta

restrita ao colon (FiguralO).

A ocorréncia das (IBDs) envolve diversos fatores como idade, raca, etnia e
regido geografica. Os casos de pessoas que sofrem destas doencas podem chegar

a 1,4 milhdes nos Estados Unidos e 2,2 milhdes na Europa (BENTO, 2008).

Doengas inflamatorias intestinais

Colite ulcerativa

Figura 8 Principais doencas inflamatérias intestinais: Doeng¢a de Crohn e Colite ulcerativa (BENTO, 2008).
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Casos de colite cronica aumentam as chances de desenvolver cancer do
c6lon. Um numero cada vez maior de modelos de inflamacao intestinal em animais
tem contribuido de forma substancial para uma melhor compreensdo dos

mecanismos envolvidos na patogénese das IBDs (BENTO, 2008).

Figura 9 Imagem de uma colonoscopia de um paciente com doenca de Crohn, a membrana do c6lon esta

inflamada (M130/776 - Science Photo Library, 2009).

Figura 10 Doenca de Crohn no reto (C001/2342 - Science Photo Library, 2009).

Doencas inflamatérias intestinais sdo uma classificacdo genérica de um grupo
de desordens inflamatorias do trato gastrointestinal, caracterizado por danos na

mucosa e infiltracdo de leucdcitos.
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As doencas inflamatérias intestinais sdo complexas e envolvem condi¢cdes
ambientais, genéticas e fatores imunoldgicos. A colite ulcerativa e a doenca de

Crohn representam os dois maiores tipos de doencas inflamatdrias intestinais.

Os neutrofilos expressam dois receptores CXC, o CXCR1 e CXCR2, que séo

importantes na patogénese das respostas inflamatorias (BENTO, 2008).

1.11 Quimiocinas e seus receptores na inflamacéao.

As quimiocinas formam uma superfamilia de pequenas citocinas que
participam do recrutamento de leucécitos. As quimiocinas (citocinas quimioatraentes)
sdo proteinas de baixo peso molecular, um grupo de moléculas secretadas por
leucécitos inflamatérios e por células ndo leucociticas envolvidas na emissédo de
sinais entre as células durante o desencadeamento das respostas imunes que
estimulam o movimento dos leucécitos e regulam sua migracdo direcinando-os a
tecidos linféides ou periféricos. Esse direcionamento depende do grau de maturacéo
e da ativacao celular, assim como do estado de inflamacéo do tecido, isso porque a
producdo das quimiocinas e a expressao de seus receptores sao regulados por uma
grande variedade de moléculas que contribuem para o estabelecimento da resposta

inflamatéria (BENTO, 2008).

Os receptores de Quimiocinas sdo receptores de citocinas encontrados na
superficie de determinadas células, que interagem com um tipo de citocina chamada
de quimiocina. Existem dezenove receptores distintos de quimiocinas descritos nos

mamiferos. Cada um tem uma estrutura com sete dominios transmembrana
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acoplados a proteina-G para a transducéao do sinal para dentro da célula, fazendo
parte de uma gande familia de proteina de receptores as proteinas-G acopladas.
Depois da interacdo com seus ligantes especificos de quimiocinas, os receptores de
quimiocinas provocam um fluxo intracelular de fons de célcio (Ca®" - sinalizacéo do
calcio). Isto causa as respostas na célula, incluindo o inicio de um processo
conhecido como quimiotaxia que regula trafego na célula. Os receptores de
quimiocinas sdo divididos em quatro familias diferentes: os receptores CXC de
guimiocinas, os receptores CC de quimiocinas, os receptores CX3C e 0s receptores
CXC que correspondem as quatro subfamilias distintas das quimiocinas. Os
receptores de quimiocinas tipo CXC séo proteinas integrantes da membrana que
especificamente se ligam e respondem as citocinas da familia dos quimiocinas CXC.
Representam uma subfamilia dos receptores de quimiocinas, uma grande familia de
receptores ligados a proteina G que contém sete dominios transmembrana. Existem
atualmente sete receptores conhecidos do quimiocinas CXC nos mamiferos,
nomeados CXCR1 a CXCRY7. Estes receptores sao proteinas com sete dominios
trans-membrana, conectado por “loops” extracelulares. Eles sédo ativados pela
ligacdo de moléculas na superficie da célula que induz respostas no interior da

mesma (Figura 11) (ROTH e HEBERT, 2000).
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EL1

NH

Extracelular

Citoplasma

Figura 11 Modelo putativo da estrutura terciaria proposta do receptor CXCR1 e de CXCR2. Os dominios
helicoidais transmembrana séo indicados pelas estruturas tubulares, numeradas 1-7. Trés “loops”
extracelular sdo designados EL1-3. Duas pontes de disulfeto potenciais ligam o dominio extracellular do
N-terminal com o terceiro lago extracelular, e os primeiros e segundos lagos extracellular, sdo mostrados

em vermelho (ROTH e HEBERT, 2000).

Abaixo na Figura 12 apresentamos a comparagdo das sequéncias de

aminoéacidos dos receptores hCXCR1 e hCXCR2 humanos.

Os 20 aminoacidos das sequéncias abaixo s@o representados (do inglés):
alanine - ala — A, arginine - arg — R, asparagine - asn — N, aspatrtic acid - asp — D,
cysteine - cys — C, glutamine - gln — Q, glutamic acid - glu — E, glycine - gly — G,
histidine - his — H, isoleucine - ile — I, leucine - leu — L, lysine - lys — K, methionine -
met — M, phenylalanine - phe — F, proline - pro — P, serine - ser — S, threonine - thr —

T, tryptophan - trp — W, tyrosine - tyr — Y, valine - val — V.




Human CXCEL:

1 MSHITCPQMW DFDDLNFTGEH PPADEDYSPC MLETETLHNEY VVIIAYALVE LLSLLGHSLY
51 MLVILYSZRVG REVIDVYLLN LALADLLEAL TLEIWAASKY HGWIFGTFLC KVVSLLEEVH
121 FYSEGILLLAC ISVDRYLAIV HATRTLTOKR HLVEFVCLGC WGLSMNLSLE FFLEFROAYHP
181 MNHSSPWVIYEV LOHNDTAKWEM VLRILPHTFG FIVELFVMLF CYGFTLRTLF KAHMGQEHRA
241 MEVIFAVVLI FLLOWLPYML VLLADTLIMRET QVIJETOERER MNIGEALDAT EILGFLHSCL
301 NPIIYAFIGD MNFRHGFLKIL AMHGLVSKEF LARHRVTSYT SS5SVHVESHNL

Auman CXCR2:

1 MEDFHMESDS FEDFWHEGEDL SHYSYSSTLP PFLLDAAPCE PESLEINEYE VWIIYALVEL
61 LSLLGNSLVM LVILYSRVGE SVIDVYLLNL ALADLLFALT LPIWAASKVN GWIFPGTFLCE
121 WVSLLEEVWF YSGILLLACI SVDRYLAIVH ATRTLTQKRY LVEFICLSIW SLSLLLALPV
181 LLFERTVYSS NVEPACYEDM GMNTANWEML LREILPQSFGF IVPLLIMLFC YGFTLRTLFE
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Figura 12 Alinhamento das seqiiéncias do receptor hCXCR1 e hCXCR2 humanos. Os residuos idénticos

sdo marcados por um asterisco. As substituicbes conservadoras sdo marcadas por um ponto (ROTH e

HEBERT, 2000).
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Podemos observar na (Figura 12) que existem diferencas nas sequéncias que
representam os dois receptores CXCR1 e CXCR2 e estas diferencas nas
sequéncias governam as interaces com as quimiocinas de maneira diferente para
cada receptor (ROTH e HEBERT, 2000). Modelo das estruturas secundarias dos
receptores humanos transmembrana hCXCR1 e hCXCR2 sado apresentados na

Figura 13.

Humano CXCR1 Humano CXCR2

Figura 13 Modelo das estruturas secundérias do receptor CXCR1 e do CXCR2 humanos. Como deduzido
pela exploracdo da alanina por mutagenesis, os residuos em CXCR1 que sdo importantes para a
expressao do receptor ou para o bloqueio do ligante sdo indicados em verde. Os residuos envolvidos na
sinalizacdo da proteina de G sdo mostrados em azul. As causas determinantes estruturais importantes

conservadas em CXCR1 e em CXCR2 séo indicadas em vermelho (ROTH e HEBERT, 2000).

Na Figural4, podemos observar a homologia da sequéncia dos aminoacidos
em diferentes espécies. Podemos observar uma grande diferenca na homologia do
receptor hCXCR2 para humanos (360 aminoacidos: 40,759 Da), camundongos (359

aminoacidos: 40,425 Da) e ratos (359 aminoacidos: 40,532 Da).
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Porcetagem de homologia na sequéncia

50 60 70 80 80 100
| | | | |

Chipamzé
Humano

Gorila
Rhesus

Coelho

rCXCR2

Camundongo
Rato
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Chipamzé )
|E Humano
Gorila  CXCR1

Coelho )
Rato CXCR1-like

Figura 14 Respresentacao grafica da homologia da seqliéncia entre as proteinas CXCR1 e CXCR2 em

diferentes espécies animais (ROTH e HEBERT, 2000).

Observa-se na (Figura 14) que existe uma grande diferenca entre a
homologia da sequéncia de aminoacidos do receptor CXCR2 humano comparado
com o do camundongo e do rato bem como outras espécies. Este fato pode explicar
difrencas encontradas nas doses para cada espécie ou mesmo a falta de interacéo
dos ligantes. As principais atividades e o papel fisiopatologico dos receptores
CXCR1 e CXCR2 mediam uma diversidade de funcbes das quimiocinas em uma

variedade de tipos de células.

Os leucacitos sdo importantes em mediar as defesas contra microbios. Ambos
0s receptores atuam induzindo a quimiotaxia e o fluxo de calcio em diferentes
subconjuntos de leucécitos. Nos neutrdfilos, a ativacdo do receptor estimula
igualmente a liberagdo de enzimas de granulos assim como a geracdo de

superoxido. Além dos seus efeitos em ceélulas imunes, CXCR1 e/ou CXCR2 podem
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ser importantes na regulacdo da vasculogenesis e no crescimento conseqiente de
tumores. Quimiocinas contendo ELR (glutamina- leucina-arginina) que precede a
porcdo N-terminal destas proteinas CXC e sinalizam através destes receptores para
induzir in vitro a quimiotaxia de células endoteliais assim como a angiogenesis em

varios modelos animais (ROTH e HEBERT, 2000).

1.12 Utilidade terapéutica.

Os estudos envolvendo neutralizacao de anticorpos demonstraram que IL-8 é
um mediador chave da inflamacdo aguda mediada por neutréfilo em coelhos.
Entretanto, a seletividade dos dois receptores IL-8 conhecidos do coelho para
quimiocinas n&o foi definido, assim sua importancia relativa em modelos
inflamatérios ndo foi compreendida igualmente ainda. Os alvos potenciais de
doencas incluem muitos mediados por neutréfilos e os processos inflamatérios tais
como ferimento por isquemia/reperfusdo, a sindrome da aflicdo respiratéria em
adultos e determinadas formas de glomerolonefrites e dermatites. A evidéncia
recente sugere que IL-8 possa estar igualmente envolvida na doenca de Alzheimer,
assim como no crescimento de tumores através de seus efeitos angiogénicos. Por
causa da redundancia dos ligantes, os receptores de quimiocinas podem ser
melhores alvos para o desenvolvimento de agentes de bloqueio para o uso
terapéutico. Entretanto, ainda ndo se sabe 0 que sera exigido para bloquear ambos
0s subtipos de receptores, ou se a inibicho de apenas um bastarda. (ROTH E

HEBERT, 2000).
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2.0 REVISAO

2.1 Primeiro inibidor ndo peptidico seletivo e potente de um receptor de uma

Quimiocina.

Foi publicado, em abril de 1998, no Journal of Biological Chemistry (WHITE et
al.,1998), um trabalho onde foi identificado um antagonista ndo peptidico, potente e
seletivo do receptor transmembrana CXCR2, uma N,N’-diariluréia chamada de
SB225002 (N-(2-Hidroxi-4-nitrofenila)-N'-(2-bromofenila)uréia (Fig. 15), que inibe a
IL-8 (ou CXCLS8 proteina de ativagdo de neutrofilos, nova nomenclatura (ZLOTNIK,
2000), responsavel pela migracdo de neutrdéfilos (Figura 16). A IL-8 € uma proteina

nao glicosilada de 8 kDa (72 aminoacidos), observe a forma dimérica na (Figura 16).

O,N OH
O
T*T
H H Br

Figura 15 Estrutura quimica do SB225002 (WHITE et al., 1998).
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Figura 16 Estrutura tridimensional dimérica da Interleucina-8 em solu¢céo (CLORE et al., 1990).

Uma interagdo quimica, que inibia seletivamente CXCR2 foi descoberta
através de HTS (high-throughput screening), e foi otimizada quimicamente. O
recrutamento de células inflamatérias em locais de danos teciduais € uma resposta
fisiologica normal, projetada para combater as infeccbes, remover as células
danificadas, e estimular cicatrizacdo. Entretanto, o recrutamento excessivo de tais
células exacerba frequentemente, os danos no tecido, retarda a cicatrizacdo, e em
alguns casos conduz a morte. Consequentemente a inibicdo do recrutamento de
células inflamatérias pode ser uma estratégia terapéutica apropriada em varias

doencas inflamatorias, tais como ferimento por isquemia, artrite, asma, e a doenca

inflamatorias intestinais (WHITE, 1998 — ANEXO A).

Em particular, 0 SB225002 é uma importante ferramenta para avaliar o papel
da IL-8 e do receptor CXCR2 no recrutamento de neutrofilos, um processo
importante em diversas doencas inflamatérias, incluindo a sindrome de aflicdo
respiratdria do adulto, na bronquite crénica e na asma. Os neutréfilos estdo

implicados em vérias doencas inflamatodrias incluindo doenca pulmonar obstrutiva
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cronica (DPOC). A quimiocina IL-8 (CXCL8) é um potente fator ativador envolvido no
recrutamento de neutrofilos, esta foi detectada em amostras clinicas de varios
pacientes e pensa-se que o0 antagonismo da IL-8 pode ser uma estratégia
terapéutica util. Na ultima década foram concentrados esforcos para entender o
mecanismo molecular da producé&o de IL-8 nos processos inflamatérios. A expressao
génica da IL-8 parece controlar varios dos componentes inflamatérios. A IL-8
apresenta efeito sobre os neutrofilos pela alta afinidade por dois receptores
transmembrana na superficie da célula, chamados CXCR1 e CXCR2. Os neutrdfilos
reagem via receptor CXC com as quimiocinas, tal como a populacéo de IL-8 (Figura

17) (HENSON, 2006).

Capilar

Macréfago

CXCR1/2 g
: Ferimento ou
. infeccdo
> Q \

Neutrofilo IL-8 0 OQ 0
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. ° <
o o

(%)
Clivagem o; A\ f/ {

Figura 17 llustracdo adaptada, uma resposta inflamatéria (HENSON, 2006).
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A interleucina-8 (IL-8 ou CXCL8) ativa o receptor CXCR1 com baixa afinidade,
mediando a ativacdo dos neutrofilos e a alta afinidade da (IL-8) pelo receptor CXCR2

media a quimiotaxia ou transito dos neutrofilos.

O receptor CXCR2 pode ser ativado por outras CXC (quimiocinas — Figura
18): CTAP3, peptideo conectivo ativante de tecido Ill; ENA, proteina epitelial de
ativacdo de neutrofilos; GCP2, proteina quimiotatica de granulocito 2; GRO,
oncoproteina de crescimento; NAP2, peptideo 2 de ativacdo de neutrofilos; PF4,

fator plaquetario 4; B-TG, B-tromboglobina (BARNES, 2002).

e / Quimioatragdo

| ——>» Adesio
/ \4 Ativagdo

0; MPO Enzimas

Figura 18 Representacao dos receptores CXCR1 e CXCR2 em neutrofilos (BARNES, 2002).

Possiveis regifes envolvidas na interacdo do SB225002 com o receptor

CXCR2 (Figura 19).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cgi?l=5473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cgi?l=6372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cgi?l=4676
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cgi?l=5196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cgi?l=7891
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CXCL1

f L CXCR-1
e SB 225002

Figura 19 Localizacdo dos aminoacidos envolvidos na inibi¢do por um ligante marcado com 125I que se
liga ao receptor do mutante. As regifes envolvidas naligagcdo de CXCL8, CXCL1 e SB225002 foram

indicados por setas: cinza escuro, cinza e preta respectivamente (CATUSSE et al., 2003).

Entretanto, afinidade do SB225002 foi de aproximadamente 10 vezes mais
potente em inibir a interleucina-8 (IL-8) que se liga ao hCXCR2 (humano) (ICso = 4.8
+ 1.6 nM) do que a cCXCR2 (“Cynomologus”) (ICso = 34 + 11 nM; Figura 20),

(CATUSSE et al., 2003).




72

hCXCR1 hCXCR2
A 4000 B 2000
— o- —. 2000 1
= £ o
S 3000 5)
P ~ 1500 -
E E
- D i Rl
2000 S 1000 |
% i
~ 1000 { OTL-8 ~ spp{ DIL#
0 SB225002 o o SB225002
04— - 0 Lt -
0 -12-11-10 9@ -8 -7 6 -3 0 -12-11-10 -9 -§ -7 -6 -5
Ligantes (Log M) Ligantes (Log M)
D cynoCXCR1 C cynoCXCR2
= “ 3000
7000 { = o
z T 2500
5 5
g 5000 4 o 2000
g E 1500
oo 3000 4 e
= OIL-8 = 10007 opg
N o $B225002 = -
% 5pp | ©$B225002
= 1000 | = 500 ’
0 L~ — R ——
0 -12-11-10 9 -8 -7 6 -5 0 -12-11-10 -9 -8 -7 -6 -5
Ligantes (Log M) Ligantes (Log M)

Figura 20 Competicdo de ligagdo da IL-8 na presenca de SB225002. Membranas BA/F3 das células que
expressam o hCXCR1 humano (painel A), hCXCR2 (painel B) ou “cynomolgus” cynoCXCR1 (painel C) ou
cynoCXCR?2 (receptores do painel D) foram incubados na presenca de IL-8 resfriada e radiomarcada e em

concentragdes crescentes do SB225002. O bloqueio das membranas com radiomarcado foi medido por

cintilac&o. (HIPKIN, 2004);

2.2 Quimica da uréia

A uréia ou carbamida foi isolada da urina por um quimico Francés, Hilaire
Marin Rouelle em 1773. Foi o primeiro composto organico sintetizado artificialmente
em 1828 por Friedrich Woehler, obtido a partir do aguecimento do cianato de aménio

(um sal inorganico) (Figura 21); ocorrendo pela dissociacdo em amodnia e acido
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isocianico por recombinacao e rearranjo formando uréia (BATCHELOR et al., 1998).
Esta sintese derrubou a teoria que 0s compostos organicos sO poderiam ser

sintetizados pelos organismos vivos, chamada de teoria da forga vital.

NH4NCO NH3 + H—N—/C=—7—0

HoN NH,

Figura 21 Formacao da uréia a partir do aquecimento do isocianato de amdnio.

A uréia é o principal produto final da excrecdo do nitrogénio nos mamiferos,
sendo sintetizada pelo ciclo da uréia e produzida industrialmente a partir da
combinacdo de aménia com didxido de carbono. Usada na fabricacdo de resinas
uréia—formaldeido, na industria de tintas de anilinas e na producdo de compostos
macromoleculares como: plasticos, resinas sintéticas e borrachas. Sdo de enorme
importancia na producdo de fertilizantes, materiais para alimentacdo e também na
preparacao de agro-quimicos inseticidas, fungicidas, estabilizante em explosivos de

nitrocelulose, cosméticos e produtos para o tratamento de diversas doencas.

2.3 N,N’ -diariluréias bioativas

Véarios pesquisadores trabalharam na sintese de N,N’-diariluréias como
WIDDOWSON e colaboradores, (2004). Novos compostos contendo grupos H, 4-

NO,, 3-NO,, 5-NO,, 4-CN, 4-Br, (3-Br,4-CN), (3-Cl,4-CN), (3-CN,4-Cl) foram
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preparados e sua relacdo estrutura-atividade para o receptor CXCR2 foi avaliada.
Assim foi identificado outro potente e altamente seletivo antagonista do receptor
CXCR2, que apresentou acgao in vitro contra neutréfilos humanos e in vivo nos
modelos envolvendo orelhas de coelhos (Figura 22) (WIDDOWSON et al., 2004).

Br

CN OH

H H Br

Figura 22 Estrutura de um novo antagonista seletivo do receptor CXCR2.

Um grupo de pesquisadores da industria farmacéutica GlaxoSmithKline (JIN
ET AL., 2004) sintetizaram outra série de N,N’-diariluréias (Figura 23) contendo um
grupo sulfonamida na posicao 3, para aumentar a sua biodisponibilidade oral e estes
compostos foram avaliados frente sua afinidade pelo receptor de CXCR2.

SO,N(CH3),

Cl OH

Figura 23 Estrutura de outro novo antagonista seletivo do receptor CXCR2.

Em um trabalho recente (KHLEBNIKOV et al., 2006), avaliou quatro

categorias de compostos: N,N’-difeniluréias, nicotinamida N-oxidos, quinoxalinas e
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tiotriazéis, usando QSAR-3D procurando relaciona-los como possiveis antagonistas

do receptor CXCR2.

Outras estruturas como as N,N’-diarilesquaramidas foram sintetizadas e
avaliadas como antagonistas do receptor CXCR2, também foram preparadas varias

N,N’-diariluréias contendo substituintes sulfonamidas (MCCLELAND et al., 2007).

Estes trabalhos exemplificam a grande importancia da crescente busca por
novos antagonistas seletivos para o receptor CXCR1 e CXCR2, pois isto pode ser

uma boa estratégia de terapia para o tratamento de varias doencas inflamatorias.

2.4 Alguns exemplos do uso de N,N’- diarilureias na pesquisa para o0

tratamento de doencas.

A uréia e seus derivados substituidos foram estudados na sintese do
Germanin em 1916, (Suramin/Bayer, Figura 24), farmaco usado para combater a

doenca de chagas (KUTEPQOV, 1962).

RSP rew

(o}
CHs
i HN i

|
NH H
o SOgH SOH  HN o
SOgH

‘l il HOzS | |

NH
SOgH SOgH

Figura 24 Estrutura do Germanin
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Diversas empresas depositaram recentemente pedidos de patente
envolvendo a sintese de N,N’-diariluréias para o tratamento de doencas como: artrite
reumatoide, lUpus eritematoso, doencas inflamatorias intestinais, inflamacdes

pulmonares, arterosclerose e cancer. Abaixo apresentamos alguns exemplos:

Em 2001 a empresa SMITHKLINE BEECHAM depositou um pedido de
patente com o titiulo: Antagonistas do receptor de interleucina-8 (IL-8)

(WIDDOWSON, 2001 - US Pat. 6,262,113).

Em 2003 a empresa TELIK, INC solicitou um pedido de patente (Figura 25)
com o titulo: Diariluréias substituidas como estimulante ou mediador de apoptose,
para o tratamento de doencas auto-imunes, doencas infecciosas ou malignas

(ROBINSON et al., 2003, WO02/076930).

X1 X2
(e}

A

4 N N Y,

H H

X e X, podem ser independentemente -F, -Cl, -Br ou -)SO,R.
Y, e Y, podem ser independentemente -CN, -NO,, -COR, -CONR;R,, -SOR; ou -SORR,.

Figura 25 Estrutura quimica dos compostos patenteados

Alguns derivados de N,N’-diariluréias foram patenteados em 2004 pela
GLAXOSMITHKLINE com o titulo: Derivados de uréia apresentam atividade
antagonista para receptores vaniloides (TRPV1), dentre eles o0 SB453533 (Figura 26)

(RAMI et al., 2004).
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T T/\/ 3
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H

Figura 26 Estrutura quimica de um antagonista do receptor vaniléide SB452533.

O Em junho de 2006 foi solicitado um depdsito de patente dos laboratérios
ABBOTT (Figura 27), requerendo o uso de diariluréias como inibidor de proteinas
quinases (GAOQUAN, 2006, US Pat. 7,056,925). Cujos derivados baseiam-se na

estrutura abaixo:

R R
? o N/\|( '
)J\ X
N N)\/
R, H H

Figura 27 Estrutura quimica de inibidores da proteina quinase.

Pesquisadores alemaes depositaram uma patente em 2006 com o titulo:
Derivados de uréia e seu uso como inibidor de tirosina quinase, especialmente

quinases envolvidas no tratamento de tumores (Figura 28).
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Figura 28 Exemplos dos compostos patenteados.

Em um trabalho de 2007 a empresa BAYER HEALTHCARE registrou uma
patente mundial com a seguinte denominacédo: Diaril uréias para o tratamento de
hipertenséao pulmonar (SANDNER, 2007, WO2007/054216). Esta mesma substancia
(Figura 29) foi patenteada em 2007 pela BAYER HEALTHCARE para o tratamento

de diabete neuropatica (WEBER, 2007, WO2007/054303).

CFs3 o)

Cl O

Figura 29 Estrutura quimica do composto patenteado
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A empresa KALYPSYS INC depositou um pedido de patente (Figura 30), com
o titulo: Tiazoluréias substituidas e seu uso como inibidor de proteinas quinases para

tratamento de doencas como o cancer (HERBERT, 2007, WO2007/076460).

Cl

o) N N CFs3

Figura 30 Estrutura quimica do composto patenteado.

Um importante exemplo de um medicamento produzido contra o cancer de
figado surgiu em 2007, o Nexavar/Sorafenib tosilato (Figura 31) (Bayer HealthCare,
AG), utilizado no tratamento carcinoma hepatocelular, carcinoma de células renais
avancado (um tipo de cancer dos rins que afeta as células dos tubulos renais),

(WILHEM, 2007, WO 2007053573).
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Figura 31 Estrutura quimica do Tosilato de Sorafenib utilizado para o tratamento de carcinoma de células

renais pela Bayer com o nome comercial Nexavar.

Estes sdo alguns exemplos e demonstram a grande importancia e relevancia
do estudo de compostos baseados em N,N’-diariluréias para o tratamento de

diversos tipos de doencas.

2.5 Métodos de obtencédo de N,N’-diariluréias

Sintese e decomposi¢ao de N,N’-diariluréia, reacdo de fosgenacdo de aminas

aromaticas

As primeiras sinteses de N,N’-difeniluréias (Figura 32) foram realizadas por A.

Hofmann (KUTEPOV, 1962), passando cloreto de carbonila (fosgénio) em uma
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solucédo aquosa saturada de anilina, liberando acido cloridrico (HCI). Este método é

empregado para obtencédo de N,N’-diariluréias simétricas.

NH,
(@]
(@]
N )k + 2HCI
) . C|—>© I
N N

(01) (02) | ©3) | (04)
H H

Figura 32 Esquema da sintese de A. Hofmann

Por destilagdo sobre pentoxido de fésforo (P2Os), ocorre a decomposicédo da

N,N’-difeniluréia em anilina e isocianato de fenila (Figura 33) (KUTEPOQV, 1962).

c/o
NH, N/
0
)J\ /@ da '
N N
| |
H H
(03) (01) (05)

Figura 33 Esquema da decomposic¢do da N,N’-difeniluréia sob pentéxido de fésforo.

2.6 Sintese de N,N’-diariluréias via reacdo de isocianato de fenila com aminas

aromaticas

O isocianato de fenila reage com anilina formando a N,N’-difeniluréia simétrica

(Figura 34) (KUTEPOV, 1962).
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c/ °
NH, N/
+
o)
T M
I
(01) (05) H H
(03)

Figura 34 Esquema da sintese da N,N’-difeniluréia via anilina e isocianato de fenila.

Os isocianatos aromaticos sao extremamente reativos e podem ser formados

pela reacéo de fosgénio com aminas aromaticas (KUTEPOV, 1962).

As N,N’-difeniluréias sdo hidrolisadas sob condicdes relativamente severas,
por exemplo, em solu¢cdes acidas a quente. O grau de hidrolise aumenta com o
aumento da concentracdo do acido e da temperatura. Em condicfes basicas ocorre

de forma semelhante (KUTEPOV, 1962).

2.7 Sintese de N,N’-diariluréias simétricas via reacédo de anilina com uréia.

Metodologia apresentada por (DAVIS e BLANCHARD, 1923), Figura 35.

NH,.HCI

)T\
HoN NH; (o]
—»
H,0 )J\ + NH,4CI
T NH,
H
NH,.HCI
(0] (0]
¥ —_—
Anilina
P I
H H H

Figura 35 Sintese de N,N’-difeniluréias simétricas.
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A reacdo pode ser explicada pela formacdo de uma mistura em equilibrio de

cianato de amoénio e uréia na solugdo em ebulicdo; o cianato do amdnio reage com 0

cloridrato de anilina, fornecendo a feniluréia. A feniluréia reage na segunda etapa,

envolvendo a formacdo intermediaria de isocianato de fenila, que reage com o

cloridrato da anilina, fornecendo a carbanilida ou N,N’-difeniluréia.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Frente as atuais necessidades para obtencdo de novos farmacos mais
potentes e seletivos contra a dor e inflamacéo, optou-se em sintetizar o SB225002
(antagonista seletivo do receptor transmembrana CXCR2 em neutrofilos), para
verificar sua habilidade frente a diferentes modelos de hipernocicepcéo (inflamatéria,
neuropatica e quimica) e na colite induzida pelo acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico
(TNBS) em camundongos. Usar os parametros obtidos para o SB225002 para
comparar sua acao frente aos 33 compostos analogos sintéticos propostos neste
trabalho, visando conhecer os mecanismos pelos quais os processos inflamatorios
se desenvolvem e relacionar as estruturas quimicas sintetizadas com atividade

bioldgica.

3.2 Os objetivos especificos do presente trabalho sao:

v' Sintetizar, purificar e caracterizar o SB225002 (N-(2-Hidroxi-4-nitrofenila)-N’-
(2-bromofenila)-uréia);

v' Avaliar o SB225502 frente aos diferentes modelos de hipernocicepc¢ao tais
como: inflamatodria, neuropatica e quimica;

v" Determinar a curva dose-resposta do SB225002 para obter o valor da Dlso.
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Preparar sinteticamente, purificar e caracterizar 33 N,N’-diariluréias analogas
ao SB225002 utilizando o método manual de TOPLISS dentre outras
ferramentas utilizadas em quimica medicinal.

Avaliar e comparar os 33 novos analogos sintéticos com os dados obtidos nos
experimentos anteriores realizados para o SB225002 e determinar a ordem
de poténcia dos analogos mais ativos frente ao modelo de hipernocicepcéo
induzido pela carragenina.

Determinar a curva dose-resposta para 0S compostos que apresentarem
melhor atividade, obtendo o valor da Dlsp dos mesmos;

Investigar as acdes do antagonista seletivo do receptor CXCR2, SB225002,
sobre alguns parametros inflamatérios no modelo experimental de colite

induzida por TNBS em camundongos.
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4.0 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e métodos: Sintes dos compostos anélogos.

4.1.1 Reagentes e instrumentacéo

Para a realizacdo deste trabalho utilizou-se reagentes e solventes grau P.A.
ou purificados quando necesséario segundo métodos da literatura (ARMAREGO e
PERRIN, 1996). As reacbes foram acompanhadas por cromatografia em camada
delgada (CCD), onde foram utilizadas cromatoplacas Merck de aluminio com silica
gel 60 Fu4, com espessura 0,2 mm, utilizando o sistema de solventes

hexano/acetato de etila (50:50).

Os compostos que apresentaram impurezas foram recristalizados em etanol
ou cromatografados em coluna, utilizando-se silica gel Merck 230-400 mesh e como

solvente um gradiente hexano-acetato (0-100%)

Para a determinacdo do ponto de fusdo (P.f.°C) utilizou-se um aparelho

Microguimica modelo MQRPF-301 e os valores ndo foram corrigidos.

Para secagem dos compostos sintéticos, utilizou-se um forno de secagem sob

vacuo marca Buchi, modelo TO-51.

As andlises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN) foram
realizadas em um espectrbmetro Bruker 400MHz, usando solventes deuterados

como DMSO-dg, adquiridos da empresa Tedia Brazil e tetrametilsilano (TMS) como
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padrdao interno. Os deslocamentos quimicos foram expressos em valores

adimensionais & (ppm) em relacdo a um padrao interno de tetrametilsilano (TMS).

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro da Perkin
Elmer FT16 PC e as substancias foram incorporadas em pastilhas de brometo de

potassio, sendo que as absor¢des foram registradas em escala de (cm™).

O espectro de massas do SB225002 foi obtido em um espectrometro de
massas “lon Trap” 500-MS — Varian, por infusdo direta via seringa (fluxo 10 pL/min),

via “probe eletrospray” (ESI) no modo full scan negativo.

4.2 Sintese das N,N’-diariluréias substituidas

As N,N’-diariluréias foram sintetizadas em uma Unica etapa pela reacédo de
uma anilina mono, di-substituida com isocianato de naftila, isocianato 2-bromofenila

ou isocianato de 3,4-diclorofenila em dioxano a temperatura ambiente por 24 horas.

4.2.1Sintese do SB225002 1-(2-Hidroxi-4-nitrofenila)-3-(2-bromofenila)-uréia.

A metodologia proposta por (WHITE, 1998), onde procedimento experimental
envolvia aquecimento da mistura de 2-bromofenilisocianato e 2-hidroxi-4-nitroanilina
em dimetilformamida a 80°C por 16 horas, ndo foi eficiente pois o rendimento foi

menor que o citado (47%) e o processo de purificacdo mais complexo, ndo obtendo
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um composto com pureza elevada. Apés realizar alguns testes optamos em

modificar a metodologia proposta por uma alternativa descrita na Figura 36.

O
C

Dioxano
Temp. amblente )J\
24 h N

2-hidroxi-4-nitroanilina  isocianato de 2-bromofenila H Br
SB225002

Figura 36 Esquema da sintese do SB225002.

Uma solucao de 2-hidroxi-4-nitroanilina (500mg - 3,24 mmol) em dioxano (10
mL) foi tratada com isocianato de 2-bromofenila (641mg - 3,24 mmol) sob agitacao
por 24 horas, a temperatura ambiente com tubo secante contendo cloreto de célcio.
O produto da reacao foi vertido em agua, o precipitado formado foi filtrado e lavado
com solucdo de &cido cloridrico diluida (0,1 N) e posteriormente lavado com agua
destilada. O solido obtido foi seco a 60°C em forno sob vacuo. O produto bruto foi
recristalizado em etanol, obtendo-se 0.798g. O produto, foi analisado por
cromatografia em camada delgada (CCD), eluente 50:50 (hexano:acetato de etila)

em camara com lampada UVsg 360. (Adaptado de WHITE, 1998).

Dados espectroscopicos

C13HloBrN304 : 352,14 g/MO|

RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz, TMS) & ppm: 11,05 (br. s, 1H, OH), 9,48 (s, 1H, NH),

9,12 (s, 1H, NH), 8,36 (d, 1H, Ar-H, J= 9Hz), 7,93 (d, 1H, Ar-H, J=8,2 Hz), 7,75 (dd,
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1H, Ar-H, J=9,3 Hz), 7,69 (s, 1H, Ar-H), 7,63 (d, 1H, Ar-H, J=8,2 Hz), 7,36 (t, 1H, Ar-
H), 7,03 (t, 1H, Ar-H).

IR (; cm™): 3364, 3212 (NH), 1692 (C=0), 1588, 1536, 1507, 1430, 1306, 1267,

1212, 1086, 746, 649.

P.f.: 193-194°C, lit.193-195 °C, (WHITE, 1998).

Rf.: 0,74 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 70%.

CLogP: 2,99. (CHEMDRAW® ULTRA — Cambridgesoft 1985-2003).
Solubilidade: DMSO 200 mg/mL.

ESI-IT-MS full scan modo negativo (m/z): [M-H] = 350.

4.2.2 Sintese do composto 1-(2-hidroxi-4-nitrofenila)-3-(1-naftaleno-)-uréia (A00)

Uma solucdo de 4-nitroanilina 0,5g (3,24 mmol) em dioxano (10 mL) foi
tratada com 2-bromofenila isocianato (0,641g — 3,24 mmol) por 24 horas sob
agitacdo a temperatura ambiente sob tubo secante de CaCl, (Figura 37). O produto
da reacao foi vertido em agua, onde o precipitado formado foi filtrado e lavado com
solucdo de &cido cloridrico diluido (0,1 N), e posteriormente lavado com agua
destilada. O so6lido obtido foi seco a 60°C em forno sob vacuo. O produto bruto foi
recristalizado e/ou lavado com etanol. O produto foi analisado por cromatografia em
camada delgada (CCD), eluente 50:50 (hexano:acetato de etila) em camara com

lam pada UV 256 360-
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NH, N

OH O,N OH
Dioxano 10
+ _—
Temp. ambiente
24 h N N
NO, o H H
1-naftilisocianato

2-hidroxi-4-nitroanilina
A00

Figura 37 Esquema da sintese do analogo AQO.

Dados espectroscopicos

C17H13N304: 323,3g/M0|

RMN 'H (DMSO-ds), 400 MHz, TMS) & ppm: 11,15 (br. s, 1H, OH), 9,57 (s, 1H, NH),
9,31 (s, 1H, NH), 8,43 (d, 1H, Ar-H), 8,4 (d, 1H, Ar-H), 8,2 (d, 1H, Ar-H), 8,03 (s, 1H,
Ar-H), 7,92 (d, 1H, Ar-H), 7,76 (t, 1H, Ar-H), 7,69 (t, 1H, Ar-H), 7,65 (m, 2H, Ar-H) e

7,48(t, 1H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3368, 3278 (NH), 1642, 1551 (C=0), 1497, 1343, 1214, 752.
P.f.. 221,4-222,7°C.

Rf.: 0,62 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 70%.

CLogP: 3,22.
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4.2.3 Sintese do composto 1-(1-naftaleno)-3-(5-nitro-2-piridina)-uréia (A01).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 2-aminopiridina com 1-naftilisocianato (Figura 38).

O
C

Dioxano X 0
Temp. amblente ‘ = )J\
ol
2-aminopiridina 1-naftilisocianato

Figura 38 Esquema da sintese do analogo AO01.

Dados espectroscdpicos

C16H13N30: 263,29g/M0|

RMN 'H (DMSO-ds), 400 MHz, TMS) & ppm: 11,41 (br. s, 1H, NH), 9,88 (s, 1H, NH),
8,40 (s, 1H, Ar-H), 8,17 (d, 2H, Ar-H), 7,94 (d, 1H, Ar-H), 7,78 (dd, 1H, Ar-H), 7,64

(m, 4H, Ar-H), 7,04 (t, 1H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3209 (NH), 3006, 1702 (C=0), 1576, 1475, 1409, 1300, 1237, 761.
P.f.: 195,4-195,8°C.

Rf.: 0,62 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 67%.

CLogP: 2,89.
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4.2.4 Preparacdo do composto 1-(1-naftaleno)-3-(2-tiazol)-uréia (A02).

Procedimento experimental similar & preparacdo do composto analogo A0O,

reagindo-se 2-aminotiazol com 1-naftilisocianato (Figura 39).

C/O
=
N 74
Dioxano
= N / N 0
/ P— |
S Temp. ambiente
24 h S N N
NH, | |
2-aminotiazol 1-naftilisocianato
A02

Figura 39 Esquema da sintese do analogo A02.

Dados espectroscépicos.

C14H11NgOS: 269,32 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 10,84 (s, 1H, NH), 9,15 (s, 1H, NH),
8,06 (s, 1H, Ar-H), 8,04 (d, 1H Ar-H), 8,01 (d, 1H, Ar-H), 7,80 (dd, 2H, Ar-H), 7,59 (s,

1H, Ar-H), 7,51 (d, 1H, Ar-H), 7,41 (d, 1H, CH=CH), 7,13 (d, 1H, CH=CH).
IR (A; cm™): 3329 (NH), 1718 (C=0), 1550, 1399, 1250, 1190, 783.

P.f.: 252,9-254,7°C.

Rf.: 0,54 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 71%.

CLogP: 3,23.
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4.2.5 Preparacdo do composto 1-(1-naftaleno)-3-(4-nitrofenil)-uréia (A03).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo A0O,

reagindo-se 4-nitroanilina com 1-naftilisocianato (Figura 40).

O
C

Dioxano
Temp. amblente )}\
H H O
1-naftilisocianato

AO03

4-nitroanilina

Figura 40 Esquema da sintese do anédlogo A03.

Dados espectroscépicos.

C17H13N303Z 307,39/M0|

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,70 (s, 1H, NH), 8,95 (s, 1H, NH), 8,21
(d, 2H, Ar-H), 8,07 (d, 2H, Ar-H), 7,93 (d, 2H, Ar-H), 7,63 (m, 3H, Ar-H), 7,54 (m, 2H,

Ar-H).

IR (A; cm™): 3277 (NH), 3052, 1631 (C=0), 1555, 1338, 1248, 778.
P.f.: 288,6-289,7°C.

Rf.: 0,72 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 75%.

CLogP: 3,61.
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4.2.6 Preparacdo do composto 1-(4-bromofenila)-3-(1-naftaleno)-uréia (A04).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 4-bromoanilina com 1-naftilisocianato (Figura 41).

O
C

Dioxano
Temp. amblente )}\

1-naftilisocianato
4-bromoanilina

Figura 41 Esquema da sintese do anédlogo A04.

Dados espectroscépicos.

C17H13BI’N201 341,29/M0|

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,17 (s, 1H, NH), 8,78 (s, 1H, NH), 8,08
(d, 1H, Ar-H), 7,93 (d, 1H, Ar-H), 7,91 (d, 1H, Ar-H), 7,63 (dd, 2H, Ar-H), 7,56 (m, 4H,

Ar-H), 7,52 (d, 2H, Ar-H).

IR (1; cm™): 3281 (NH), 1638 (C=0), 1592, 1557, 1490, 1394, 1246, 787, 682.
P.f.: 269-269,5°C.

Rf.: 0,88 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 62%.

CLogP: 4,34.
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4.2.7 Preparacdo do composto 1-(3,4-diclorofenila)-3-(1-naftaleno)-uréia (A05).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 3,4-dicloroanilina com 1-naftilisocianato (Figura 42).

NH, N cl

Cl
Dioxano 0
+ —_—
Temp. ambiente
cl 24 h T T
Cl o H H
1-naftilisocianato

3,4-dicloroanilina
A05

Figura 42 Esquema da sintese do anéalogo AO05.

Dados espectroscopicos.

C17H12C|2N201 331,29/M0|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,31 (s, 1H, NH), 8,85 (s, 1H, NH), 8,12
(s, 1H, Ar-H), 7,93 (d, 1H, Ar-H), 7,91 (d, 1H, Ar-H), 7,65 (s, 1H, Ar-H), 7,52 (m, 4H,

Ar-H), 7,46 (t, 1H, Ar-H), 7,34 (t, 1H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3273 (NH), 3056, 1631 (C=0), 1581, 1469, 1388, 1264, 774, 680.
P.f.: 243,8-244,2°C.

Rf.: 0,86 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 83%.

CLogP: 4,63.
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4.2.8 Preparacdo do composto 1-(4-clorofenila)-3-(1-naftaleno)-uréia (A06).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo A0O,

reagindo-se 4-dicloroanilina com 1-naftilisocianato (Figura 43).

NH,

Cl - .
1-naftilisocianato

Cl
Dioxano le)
+
Temp. amblente
24 h T T
H H
4-dicloroanilina

Figura 43 Esquema da sintese do analogo AQ6.

Dados espectroscépicos.

C17H13C|N201 296,75 g/MOl

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,16 (s, 1H, NH), 8,78 (s, 1H, NH), 8,09
(s, 1H, Ar-H), 7,93 (d, 2H, Ar-H), 7,63 (d, 2H, Ar-H), 7,54 (dd, 2H, Ar-H), 7,51 (dd,

2H, Ar-H), 7,35 (dd, 2H, Ar-H).

IR (»; cm™): 3279 (NH), 3051, 1638 (C=0), 1593, 1555, 1486, 1393, 1243, 1089,

786, 763, 675.

P.f.: 258,1-261,7°C.

Rf.: 0,86 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 81%.

CLogP: 4,07.
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4.2.9 Preparacdo do composto -(1-naftaleno)-3-(2-pirazina)-uréia (A07).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo A0O,

reagindo-se 2-aminopirazina com l1-naftilisocianato (Figura 44).

O
C

N
[ j\ “ o E ) O
Temp. amblente ‘ = )J\
24h N T T O
2-aminopirazina 1-naftilisocianato

Figura 44 Esquema da sintese do anélogo AO07.

Dados espectroscépicos.

C15H12N40: 264,28 g/MOl

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,17 (s, 1H, NH), 9,0 (s, 1H, Ar-H), 8,37
(d, 1H, Ar-H), 8,27 (d, 1H, Ar-H), 8,22 (d, 1H, Ar-H), 8,07 (s, 1H, Ar-H), 7,93 (dd, 2H,

Ar-H), 7,60 (m, 4H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3275 (NH), 3042, 1704 (C=0), 1630, 1558, 1504, 1398, 1292,1239, 780,

681.

P.f.. 288-289,3°C.

Rf.: 0,46 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 58%.

CLogP: 1,55.




98

4.2.10 Preparacédo do composto -(1-naftaleno)-3-fenetiluréia (A08).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 2-fenetilamina com 1-naftilisocianato (Figura 45).

2-fenetilamina 1-naftilisocianato

O
/C
Dioxano
Temp. amblente )J\

Figura 45 Esquema da sintese do anédlogo A08.

Dados espectroscopicos.

C19H15N20: 290,36 g/Mol

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 8,52 (s, 1H, NH), 8,03 (d, 1H, Ar-H),
7,97 (s, 1H, Ar-H), 7,87 (d, 1H, Ar-H), 7,55 (d, 1H, Ar-H), 7,51 (dd, 1H, Ar-H), 7,49 (d,
1H, Ar-H), 7,40 (t, 1H, Ar-H), 7,30 (d, 2H, Ar-H), 7,26 (d, 2H, Ar-H), 7,21 (t, 1H, Ar-H),

6,55 (s, 1H, NH), 3,4 (t, 2H, CHy), 2,78 (t, 2H, CHy).

IR (A; cm™): 3323, 3282 (NH), 1626 (C=0), 1559, 1241, 1082, 788, 761, 694, 668.
P.f.: 211,3-212,2°C.

Rf.: 0,68 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 64%.

CLogP: 3,86.
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4.2.11 Preparacdo do composto 1-(2-(1,3-benzodioxol-6-etil)-3-(1-naftaleno)-

uréia (A09).

Procedimento experimental similar & preparacdo do composto analogo A0O,

reagindo-se 3,4-metilenodioxi-1-fenetilamina com 1-naftilisocianato (Figura 46).

NH,

o—/

3,4-metilenodioxi-1-fenetilanina

Dioxano
+
Temp. amblente
O

1-naftilisocianato

A09

Figura 46 Esquema da sintese do analogo AQ9.

Dados espectroscopicos.

C20H18N203: 334,37 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 8,56 (s, 1H, NH), 8,06 (d, 1H, Ar-H),
7,93 (d, 1H, Ar-H), 7,85 (d, 1H, Ar-H), 7,51 (m, 4H, Ar-H), 7,3 (t, 1H, Ar-H), 6,9 (s,
1H, Ar-H), 6,88 (s, 1H, Ar-H), 6,82 (s, 1H, NH), 5,94 (s, 2H, ROCH,OR), 4,23 (t, 2H,

CH,), 3,52 (t, 2H, CH,).

IR (A; cm™): 3286 (NH), 1627 (C=0), 1566, 1496, 1248, 1038, 782, 675.
P.f.: 236,1-236,6°C.

Rf.: 0,62 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 71%.

CLogP: 3,64.
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4.2.12 Preparacédo do composto 1-(4-metoxifenetila)-3-(1-naftaleno)-uréia (A10).

Procedimento experimental similar & preparacdo do composto analogo A0O,

reagindo-se 4-metoxifenetilamina com 1-naftilisocianato (Figura 47).

O
C

H3;CO
Dioxano
Temp. amb|ente )J\

OCHjz 1-naftilisocianato

4-metoxi-1-fenetilamina
A10

Figura 47 Esquema da sintese do analogo A10.

Dados espectroscépicos.

ConzoNzOz: 320,38 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) § ppm: 8,45 (s, 1H, NH), 8,02 (d, 1H, Ar-H), 7,9
(d, 1H, Ar-H), 7,85 (d, 1H, Ar-H), 7,51 (m, 3H, Ar-H), 7,4 (t, 1H, Ar-H), 7,16 (d, 2H,
Ar-H), 6,87 (d, 2H, Ar-H), 6,45 (s, 1H, NH), 3,7 (s, 3H, OCHs), 3,26 (t, 2H, CH,), 2,7

(t, 2H, CHy).

IR (»; cm™): 3300 (NH), 2864, 1630 (C=0), 1575, 1515, 1242, 1029, 783, 660.
P.f.: 209,7-210,2°C.

Rf.: 0,54 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 66%.

CLogP: 3,73.
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4.2.13 Preparacdo do composto 1-(3,4-diclorobenzila)-3-(1-naftaleno)-uréia

(A11).

Procedimento experimental similar & preparacdo do composto analogo A0O,

reagindo-se 3,4-diclorofenilmetanamina com 1-naftilisocianato (Figura 48).

/O

NH, _C
N/
Dioxano 0
+ _—

Temp. ambiente
cl 24 h T T
Cl H H

Cl

All

3,4-diclorofenilmetanamina  1-naftilisocianato

Cl

Figura 48 Esquema da sintese do analogo A11.

Dados espectroscépicos.

C18H14C|2Nzo: 345,22 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 8,65 (s, 1H, NH), 8,04 (d, 1H, Ar-H), 7,9
(dd, 1H, Ar-H), 7,87 (dd, 1H, A-H), 7,58 (dd, 1H, Ar-H), 7,56 (dd, 1H, Ar-H), 7,52 (dd,
1H, Ar-H), 7,50 (dd, 1H, Ar-H), 7,41 (dd, 1H, Ar-H), 7,38 (dd, 1H, Ar-H), 7,31 (d, 1H,

Ar-H), 7,07 (t, 1H, NH), 4,32 (d, 2H, CH,).

IR (A; cm™): 3306 (NH), 1625 (C=0), 1579, 1386, 1250, 1029, 786, 677.
P.f.: 231,2-232,4°C.

Rf.: 0,64 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 75%.

CLogP: 4,70.
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4.2.14 Preparacédo do composto 1-(2-bromofenila)-3-(4-nitrofenila)-uréia (A12).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 4-nitroanilina com 2-bromofenil isocianato (Figura 49).

c/o

=

NH, N/
Br O5N
Dioxano o)
+ ——
Temp. ambiente
24 h T T
NO, isocianato de 2-bromofenila H H Br
4-nitroanilina Al2

Figura 49 Esquema da sintese do anélogo A12.

Dados espectroscopicos.

C13H10BrN3O3: 336,14 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,48 (s, 1H, NH), 9,12 (s, 1H, NH), 8,36
(d, 1H, Ar-H), 7,93 (d, 1H, Ar-H), 7,75 (dd, 1H, Ar-H), 7,69 (d, 1H, Ar-H), 7,63 (d, 1H,

Ar-H), 7,47 (d, 1H, ArH), 7,36 (t, 1H, Ar-H), 7,03 (t, 1H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3291 (NH), 1647 (C=0), 1585, 1544, 1435, 1288, 1225, 1031, 752.
P.f.: 204,4-205,3°C.

Rf.: 0,94 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 72%.

CLogP: 3,38.
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4.2.15 Preparacdo do composto 1-(2-bromofenila)-3-(2-hidroxifenila)uréia (A13).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 2-hidroxianilina com 2-bromofenil isocianato (Figura 50).

O
C
OH
Dioxano o)
Temp. amblente )J\
24 h N N
2-hidroxianilina isocianato de 2-bromofenila | |

Br
Al3

Figura 50 Esquema da sintese do anélogo A13.

Dados espectroscépicos.

C13HllBI’N202: 307,14 g/MO|

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,87 (s, 1H, OH), 8,94 (s, 1H, NH), 8,79
(s, 1H, NH), 7,97 (dd, 1H, Ar-H), 7,95 (dd, 1H, Ar-H), 7,59 (d, 1H, Ar-H), 7,32 (t, 1H,

Ar-H), 6,97 (t, 1H, Ar-H), 6,84 (dd, 1H, Ar-H), 6,8 (dd, 1H, Ar-H), 6,73 (t, 1H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3431, 3290 (NH), 1650 (C=0), 1589, 1552, 1459, 1289, 1212, 1035,

750.

P.f.: 163,1-164,3°C.

Rf.: 0,76 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 69%.

CLogP:2,95.
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4.2.16 Preparacédo do composto 1,3-bis-(1-naftaleno)-uréia (A14).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 1-naftilamina com 1-naftilisocianato (Figura 51).

c/o
/
NH, NT

Dioxano [o)
+ D ——
Temp. ambiente
1-naftilamina 1-naftilisocianato H H

Al4

Figura 51 Esquema da sintese do analogo Al4.

Dados espectroscépicos.

C-o1H16N-0O: 312,36 g/MO|

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,18 (s, 2H, NH), 8,24 (d, 2H, Ar-H),
8,08 (d, 2H, Ar-H), 7,96 (d, 2H, Ar-H), 7,65 (t, 4H, Ar-H), 7,57 (t, 2H, Ar-H), 7,50 (t,

2H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3278 (NH), 1628 (C=0), 1553, 1396, 1349, 1243, 1209, 779.
P.f.: 296-297°C. lit (296-296 °C), (BEAVER, 1957).

Rf.: 0,80 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 85%.

CLogP: 4,51.
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4.2.17 Preparacédo do composto 1-(4-fluorfenila)-3-(1-naftaleno)-uréia (A15).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo A0O,

reagindo-se 4-fluoranilina com 1-naftilisocianato (Figura 52).

O
C

Dioxano
Temp. amblente )J\

1-naftilisocianato
4-fluoranilina

Figura 52 Esquema da sintese do analogo A15.

Dados espectroscépicos.

C17H13FN201 280,3 g/MO|

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,08 (s, 1H, NH), 8,76 (s, 1H, NH), 8,12
(s, 1H, Ar-H), 8,0 (d, 1H, Ar-H), 7,93 (d, 1H, Ar-H), 7,54 (m, 6H, Ar-H), 7,15 (s, 2H,

Ar-H).

IR (A; cm™): 3266 (NH), 3053, 1638 (C=0), 1561, 1505, 1403, 1224, 789, 762, 675.
P.f.: 249,1-249,7°C.

Rf.: 0,80 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 61%.

CLogP: 3,67.
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4.2.18 Preparacédo do composto 1-(2-bromofenila)-3-(1-naftaleno)-uréia (A16).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 1-naftilamina com 2-bromofenil isocianato (Figura 53).

NH, N

Br
Dioxano 0
+ .
Temp. ambiente
24 h T T
1-naftilamina isocianato de 2-bromofenila H H Br

A16

Figura 53 Esquema da sintese do analogo A16.

Dados espectroscépicos.

C17H13B|'N201 341,2 g/M0|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,46 (s, 1H, NH), 8,62 (s, 1H, NH), 8,19
(d, 1H, Ar-H), 8,08 (d, 1H, Ar-H), 7,97 (dd, 2H, Ar-H), 7,58 (m, 5H, Ar-H), 7,35 (t, 1H,

Ar-H), 6,99 (t, 1H, Ar-H).

IR (1; cm™): 3447, 3286 (NH), 1637 (C=0), 1557, 1435, 1396, 1244, 1020, 787, 666,

560.

P.f.. 271,8-272,3°C.

Rf.: 0,88 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 72%.

CLogP: 4,34.




4.2.19 Sintese do composto 1-(2-fluorfenila)-3-(1-naftaleno)-uréia (A17).
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Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 2-fluoranilina com 1-naftilsocianato (Figura 54).

C/O
/
NH, N

F
Dioxano [e)
" >
Temp. ambiente
24 h T T
2-fluoranilina 1-naftilisocianato F H H

Al7

Figura 54 Esquema da sintese do anélogo A17.

Dados espectroscépicos.

C17H13FN201 280,3g/M0|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,17 (s, 1H, NH), 9,48 (s, 1H, NH), 8,24

(t, 1H, Ar-H), 8,17 (d, 1H, Ar-H), 8,06 (d, 1H, Ar-H), 7,94 (d, 1H, Ar-H), 7,59 (m, 3H,

Ar-H), 7,49 (t, 1H, Ar-H), 7,28 (t, 1H, Ar-H), 7,16 (t, 1H, Ar-H), 7,02 (t, 1H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3273 (NH), 3051, 1643 (C=0), 1557, 1493, 1307, 1254, 1200, 1100,

1015, 788, 752, 678.

P.f.: 241,8-242,1°C.

Rf.: 0,92 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 65%.

CLogP: 3,67.
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4.2.20 Sintese do composto 1-(1-naftaleno)-3-feniluréia (A18).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se anilina com 1-naftilsocianato (Figura 55).

Dioxano (0]
Temp. amblente )J\
N N
anilina 1-naftilisocianato H H

A18

Figura 55 Esquema da sintese do analogo A18.

Dados espectroscépicos.

C17H14N50: 262,31 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,06 (s, 1H, NH), 8,77 (s, 1H, NH), 8,13
(d, 1H, Ar-H), 8,02 (d, 1H, Ar-H), 7,93 (d, 1H, Ar-H), 7,55 (m, 4H, Ar-H), 7,51 (dd, 2H,

Ar-H), 7,31 (t, 2H, Ar-H), 6,99 (t, 1H, Ar-H).

IR (»; cm™): 3276 (NH), 3051, 1637 (C=0), 1599, 1556, 1439, 1305, 1246, 1021,

784, 754, 684.

P.f.: 229,8-230,3°C.

Rf.: 0,80 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 79 %.

CLogP: 3,51.
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4.2.21 Sintese do composto 1-(2-bromofenil)-3-(2-metoxi-4-nitrofenila)-uréia

(A19).
O SB225002 foi obtido segundo o método descrito no item 4.2.1.
ocH3
CH2N2
)J\ Eter etlllco

-N2(9)

Br
SB225002 Al19

Figura 56 Esquema da sintese do anélogo A19.

Preparacédo do diazometano.

O diazometano um gas TOXICO e EXPLOSIVO deve ser preparado em

capela de exaustao e sobre gelo e com o maximo cuidado!

Dissolver 2,14 g de Diazald® (p-toluilsulfoniimetilnitrosamida) em 30 mL de
éter em um béquer mantido sobre o gelo. Dissolver 0,4 g de KOH com algumas
gotas de agua e 10 mL de etanol 96% em outro béquer mantido sobre o gelo. Os
conteudos dos dois béqueres foram misturados e destilados a 65 °C em aparato

semelhante ao esquematizado abaixo (Figura 57).
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Figura 57 Obtencédo do diazometano (CH2Ny).

Apbs a preparacdo do gas diazometano (CH;N,) em éter etilico o mesmo foi

utilizado imediatamente.

Em um baldo de 50 mL, adicionou-se excesso de diazometano/éter sobre
(500mg) de SB225002 obtido anteriormente Apés termino da reacdo o éter foi
removido em rota evaporador. O analogo A19 foi obtido quantitativamente (Figura

56).

Dados espectroscopicos.

C14H128I'N304: 366,17 g/MOl

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,52 (s, 1H, NH), 9,12 (s, 1H, NH), 8,42
(d, 1H, Ar-H), 7,91 (d, 2H, Ar-H), 7,81 (s, 1H, Ar-H), 7,64 (d, 1H, Ar-H), 7,37 (t, 1H,

Ar-H), 7,05 (t, 1H, Ar-H), 4,05 (s, 3H, OCHa).

IR (A; cm™): 3353 (NH), 3100, 1666 (C=0), 1502, 1430, 1340, 1278, 1213, 1094,

1022, 863, 796, 749, 643.
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P.f.: 201,3-203,9°C.

Rf.: 0,76 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: quantitativo.

CLogP: 3,51




4.2.22 Sintese do composto 1-(2-bromofenila)-3-(8-quinolina)-uréia (A20).
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Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 8-aminoquinolina com 2-bromofenilisocianato (Figura 58).

C/O
=
NH, Nl
N Br
4 Dioxano o
+ —_—
Temp. ambiente
X
24 h N N
8-aminoquinolina isocianato de 2-bromofenila | |
N H H
A20

Figura 58 Esquema da sintese do anédlogo A20.

Dados espectroscépicos.

Br

C16leBrN30: 342,19 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 10,30 (s, 1H, NH), 9,37 (s, 1H, NH),

8,95 (d, 1H, Ar-H), 8,56 (d, 1H, Ar-H), 8,40 (d, 1H, Ar-H), 7,92 (d, 1H, Ar-H), 7,63 (dd,

2H, Ar-H), 7,57 (dd, 2H, Ar-H), 7,37 (dd, 1H, Ar-H), 7,04 (t, 1H, Ar-H).

IR (,; cm™): 3329 (NH), 3291, 3049, 1658 (C=0), 1545, 1427, 1284, 1210, 1018,

821, 743, 635.

P.f.: 192,1-192,7°C.

Rf.: 0,90 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 67%.

CLogP: 3,43.
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4.2.23 Sintese do composto 1-(2-bromofenila)-3-feniluréia (A21).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se anilina com 2-bromofenilisocianato (Figura 59).

C/O
=
NH, N/

Br

Dioxano 'e)
+ _—
Temp. ambiente
24 h T T
anilina isocianato de 2-bromofenila H H Br
A21

Figura 59 Esquema da sintese do analogo A21.

Dados espectroscopicos.

C13HllBero: 291,14 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,43 (s, 1H, NH), 8,12 (s, 1H, NH), 8,01
(dd, 1H, Ar-H), 7,59 (dd, 1H, Ar-H), 7,43 (dd, 2H, Ar-H), 7,32 (d, 1H, Ar-H), 7,29 (dd,

1H, Ar-H), 7,27 (d, 1H, Ar-H), 6,97 (dd, 2H, Ar-H).

IR (\; cm™): 3447, 3290 (NH), 1647 (C=0), 1595, 1552,1440, 1294, 1229, 1031, 752,

668.

P.f.: 188,2-188,5°C.

Rf.: 0,90 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 83 %.

CLogP: 3,34.
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4.2.24 Sintese do composto 1-(1-naftaleno)-3-metoxifeniluréia (A22).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 4-metilanilina com 1-naftilisocianato (Figura 60).

O
C

H3C
Dioxano o)
Temp. amblente )J\
24 h T l|\l
H H

1-naftilisocianato
4-metilanilina

Figura 60 Esquema da sintese do analogo A22.

Dados espectroscépicos.

C18H16N20: 276,33 g/MO|

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 8,94 (s, 1H, NH), 8,70 (s, 1H, NH), 8,08
(d, 1H, Ar-H), 7,95 (d, 1H, Ar-H), 7,91 (d, 1H, Ar-H), 7,61 (d, 1H, Ar-H), 7,55 (m, 2H,

Ar-H),7,45 (t, 1H, Ar-H), 7,35 (d, 2H, Ar-H), 7,09 (d, 2H, Ar-H), 2,22 (s, 3H, CHs).

IR (A; cm™): 3266 (NH), 3056, 1640 (C=0), 1598, 1558, 1507, 1249, 1209, 791, 761,

678.

P.f.: 249,8-250,1°C.

Rf.: 0,86 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 76%.

CLogP:4,00.
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4.2.25 Sintese do composto 1-(3,4-diclorofenila)-3-(2-naftaleno)-uréia (A23).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 2-naftilamina com 3,4-diclorofenilisocianato (Figura 61).

céO
=
N/
NH,
Dioxano
+
Temp. amblente
al 24 h

2-naftilamina 3,4-diclorofenilisocianato
A23

Figura 61 Esquema da sintese do analogo A23.

Dados espectroscopicos.

C17H12C|2Nzo: 331,2 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,09 (s, 1H, NH), 9,03 (s, 1H, NH), 8,07
(d, 1H, Ar-H), 7,90 (d, 1H, Ar-H), 7,84 (s, 1H, Ar-H), 7,81 (d, 1H, Ar-H), 7,78 (d, 1H,

Ar-H), 7,76 (s, 1H, Ar-H), 7,51 (d, 1H, Ar-H ), 7,45 (m, 2H, Ar-H), 7,35 (dd, 1H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3286 (NH), 1628 (C=0), 1578, 1374, 1266, 1233, 1125, 1031, 816, 748,

632.

P.f.: 266,4-267,6°C.

Rf.: 0,76 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 68%.

CLogP: 4,63.
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4.2.26 Sintese do composto 1-(3-clorofenila)-3-(1-naftaleno)-uréia (A24).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 3-cloroanilina com 1-naftilsocianato (Figura 62).

Dioxano 0
Temp. amblente )J\
24 h cl T T
H H

3-cloroanilina 1-naftilisocianato

Figura 62 Esquema da sintese do anélogo A24.

Dados espectroscopicos.

C17H13C|Nzo: 296,75 g/MOl

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,24 (s, 1H, NH), 8,81 (s, 1H, NH), 8,07
(s, 1H, Ar-H), 7,92 (dd, 1H, Ar-H), 7,75 (t, 1H, Ar-H), 7,66 (d, 1H, Ar-H), 7,56 (dd, 2H,
Ar-H), 7,55 (dd, 1H, Ar-H), 7,47 (t, 1H, Ar-H), 7,31 (d, 1H, Ar-H), 7,29 (t, 1H, Ar-H),

7,01 (dd, 1H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3447, 3294 (NH), 1641 (C=0), 1592, 1552, 1424, 1258, 874, 790, 765,

674.

P.f.: 248,3-248,7°C.

Rf.: 0,86 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 65%.

CLogP: 4,07.
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4.2.27 Sintese do composto 1-(2-bromofenil)-3-(3,4-diclorofenila)-uréia (A25).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 3,4-dicloroanilina com 2-bromofenilisocianato (Figura 63).

NH, Cl
Cl
Dioxano le)
+
Temp. amblente )J\
cl 24 h T T

isocianato de 2-bromofenila Br

3,4-dicloroanilina A25

Figura 63 Esquema da sintese do anédlogo A25.

Dados espectroscopicos.

C13HgBI'C|2Nzo: 360,03 g/MO|

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,72 (s, 1H, NH), 8,20 (s, 1H, NH), 7,99
(d, 1H, Ar-H), 7,88 (s, 1H, Ar-H), 7,61 (d, 1H, Ar-H), 7,51 (d, 1H, Ar-H), 7,33 (dd, 1H,

Ar-H), 7,28 (d, 1H, Ar-H), 6,99 (dd, 1H, Ar-H).

IR (»; cm™): 3281 (NH), 3090, 1637 (C=0), 1589, 1556, 1470, 1288, 1234, 1031,

789, 743, 652.

P.f.: 221,5-222,9°C.

Rf.: 0,90 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 80%.

CLogP: 4,46.
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4.2.28 Sintese do composto 1-(5-cloro-2-hidroxifenila)-3-3,4diclorofeniluréia)-

uréia (A26).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AOQO,

reagindo-se 2-hidroxi-5-cloroanilina com 3,4-diclorofenilisocianato (Figura 64).

NH, N cl

OH OH Cl
Dioxano fe)
+ _—
Temp. ambiente
cl cl 24h cl T T

al H H
2-hidroxi-5-cloroanilina 3 4-diclorofenilisocianato
A26

Figura 64 Esquema da sintese do anédlogo A26.

Dados espectroscopicos.

C13H9C|3N202: 331,58 g/MoI

RMN *H (DMSO-ds), 400 MHz, TMS) & ppm: 10,40 (br, s, 1H, OH), 9,66 (s, 1H, NH),
8,36 (s, 1H, NH), 8,11 (s, 1H, Ar-H), 7,87 (s, 1H, Ar-H), 7,5 (d, 1H, Ar-H), 7,23 (dd,

2H, Ar-H), 6,82 (s, 1H, Ar-H).

IR (\; cm™): 3402, 3227 (NH), 1695 (C=0), 1592, 1547, 1472, 1423, 1214, 1186,

1123, 865, 803, 644, 577, 544.

P.f.. 221,2-221,9°C.

Rf.: 0,60 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 73%.

CLogP: 4,46.
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4.2.29 Sintese do composto 1-(4-metoxifenila)-3-(1-naftaleno)-uréia (A27).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 4-metoxianilina com 1-naftilisocianato (Figura 65).

O
C

Dioxano
Temp. amblente )J\
OCH3 H H O
1-naftilisocianato

4-metoxianilina
A27

Figura 65 Esquema da sintese do anélogo A27.

Dados espectroscépicos.

C1gHi16N205: 292,33 g/MO|

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 8,86 (s, 1H, NH), 8,68 (s, 1H, NH), 8,11
(d, 1H, Ar-H), 8,0 (d, 1H, Ar-H), 7,91 (d, 1H, Ar-H), 7,57 (m, 4H, Ar-H), 7,41 (dd, 2H,

Ar-H), 6,88 (d, 2H, Ar-H), 3,70 (s, 3H, OCHj).

IR (A; cm™): 3267 (NH), 3052, 1643 (C=0), 1557, 1506, 1396, 1241, 1172, 1032,

833, 784, 682, 547.
P.f.: 219,5-220,7°C.
Rf.: 0,64 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 83 %.

CLogP: 3,38.
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4.2.30 Sintese do composto 1-(3,4-diclorofenila)-3-(2-hidroxi-4-nitrofenila)-uréia

(A28).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 2-hidroxi-4-nitroanilina com 3,4-diclorofenilisocianato (Figura 66).

o
/
c”

NH, N cl

OH O,N OH Cl
Dioxano o
+ —_—
Temp. ambiente
24 h T T
H H

NO, Cl

2-hidroxi-4-nitroanilina  3,4-diclorofenilisocianato A28

Figura 66 Esquema da sintese do analogo A28.

Dados espectroscépicos.

C13H9C|2N304: 342,13 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 11,22 (br, s, 1H, OH), 9,84 (s, 1H, NH),
8,75 (s, 1H, NH), 8,31 (d, 1H, Ar-H), 7,87 (d, 1H, Ar-H), 7,73 (dd, 1H, Ar-H), 7,64 (d,

1H, Ar-H), 7,51 (d, 1H, Ar-H), 7,26 (dd, 1H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3377 (NH), 3113, 1690 (C=0), 1594, 1540, 1483, 1383, 1303, 1197,

1082, 942, 866, 818, 737, 640.

P.f.: 236,5-237,1°C.

Rf.: 0,60 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 85%.

CLogP: 3,34.
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4.2.31 Sintese do composto 1-(5-cloro-2-hidroxifenila)-3-(1-naftaleno)-uréia

(A29).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 2-hidroxi-5-cloroanilina com 1-naftilisocianato (Figura 67).

NH,

OH
Dioxano
Temp. amblente )J\
Cl

2-hidroxi-5-cloroanilina 1-naftilisocianato

+

Figura 67 Esquema da sintese do anédlogo A29.

Dados espectroscopicos.

C17H13C|N202: 312,75 g/MO|

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 10,39 (br, s, 1H, OH), 9,4 (s, 1H, NH),
8,92 (s, 1H, NH), 8,22 (s, 1H, Ar-H), 8,21 (d, 1H, Ar-H), 8,04 (d, 1H, Ar-H), 7,94 (d,
1H, Ar-H), 7,65 (d, 2H, Ar-H), 7,57 (dd, 2H, Ar-H), 7,48 (t, 1H, Ar-H), 6,86 (s, 1H, Ar-

H).

IR (A; cm™): 3267 (NH), 1594 (C=0), 1568, 1491, 1264, 1118, 789, 662.
P.f.. 221,8-222,6°C.

Rf.: 0,70 (Hexano/Acetato de etila 50:50).

Rendimento: 61%.

CLogP: 3,68.
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4.2.32 Sintese do composto 1-(2-bromofenila)-3-(4-cloro-2-hidroxifenila)-uréia

(A30).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 2-hidroxi-4-cloroanilina com 2-bromofenilisocianato (Figura 68).

NH,
OH
Dioxano
+
Temp. amblente

isocianato de 2-bromofenila Br

2-hidroxi-4-cloroanilina A30

Figura 68 Esquema da sintese do analogo A30.

Dados espectroscépicos.

C13H1()BI'C|N202: 341,59 g/MO|

RMN *H (DMSO-ds), 400 MHz, TMS) & ppm: 10,31 (br, s, 1H, OH), 8,91 (s, 1H, NH),
8,13 (s, 1H, NH), 7,93 (d, 1H, Ar-H), 7,61 (d, 1H, Ar-H), 7,34 (dd, 2H, Ar-H), 7,00 (dd,

2H, Ar-H), 6,85 (s, 1H, Ar-H).

IR (»; cm™): 3359, 3207 (NH), 1654 (C=0), 1552, 1521, 1419, 1298, 1209, 1113,

1030, 869, 746, 687.

P.f.: 180,5-180,9°C.

Rf.: 0,70 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 75%.

CLogP: 3,51
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4.2.33 Sintese do composto 1-(4-cloro-2-hidroxifenila)-3-(1-naftaleno)-uréia

(A31).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 2-hidroxi-4-cloroanilina com 1-naftilisocianato (Figura 69).

O
4C

Dioxano
Temp. amb|ente )J\

2-hidroxi-4-cloroanilina 1-naftilisocianato
A30

Figura 69 Esquema da sintese do analogo A31.

Dados espectroscépicos.

C17H13C|N202: 312,75 g/MO|

RMN *H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 10,60 (br, S, 1H, OH), 9,34 (s, 1H, NH),
8,82 (s, 1H, NH), 8,21 (d, 1H, Ar-H), 8,13 (d, 1H, Ar-H), 8,04 (d, 1H, Ar-H), 7,93 (s,
1H, Ar-H), 7,74 (t, 1H, Ar-H), 7,56 (m, 2H, Ar-H), 7,47 (dd, 1H, Ar-H), 6,88 (d, 1H, Ar-

H), 6,83 (dd, 1H, Ar-H).

IR (A; cm™): 3528, 3270 (NH), 3053, 1644 (C=0), 1596, 1551, 1406, 1335, 1270,

1208, 1088, 796, 670.

P.f.: 195,4-197°C.

Rf.: 0,78 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento:68%.

CLogP:3,68
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4.2.34 Sintese do composto 1-(2-bromofenila)-3-(2-naftaleno)-uréia (A32).

Procedimento experimental similar a preparacdo do composto analogo AQO,

reagindo-se 2-naftilamina com 2-bromofenilisocianato (Figura 70).

Dioxano
Temp. amblente )J\

2-naftilamina isocianato de 2-bromofenila

Figura 70 Esquema da sintese do anélogo A32.

Dados espectroscopicos.

C17H13BI’N201 341,2 g/M0|

RMN 'H (DMSO-dg), 400 MHz, TMS) & ppm: 9,7 (s, 1H, NH), 8,25 (s, 1H, NH), 8,14
(dd, 1H, Ar-H), 8,11 (d, 1H, Ar-H), 7,87 (d, 1H, Ar-H), 7,85 (s, 1H, Ar-H), 7,81 (d, 1H,
Ar-H), 7,64 (dd, 1H, Ar-H), 7,50 (d, 1H, Ar-H), 7,46 (d, 1H, Ar-H), 7,37 (dd, 2H, Ar-H),

7,0 (dd, 1H, Ar-H)..

IR (\; cm™): 3281 (NH), 3056, 1639 (C=0), 1583, 1549, 1434, 1268, 1229, 1024,

742, 659.

P.f.: 210,6-211,2°C.

Rf.: 0,90 (Hexano/Acetato de etila 50:50).
Rendimento: 83%.

CLogP: 4,34.
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4.3 Materiais e métodos: Ensaios bioldgicos.

4.3.1 Os Animais

Os experimentos in vivo foram realizados utilizados camundongos suicos
machos, pesando 25-35 g (n=5) mantidos sob 6timas condicbes de luminosidade,
temperatura e umidade (ciclo 12:12 claro/escuro, 22 + 1°C, sob 60-80% de
umidade), com comida e &gua fornecidos ad libitum. Os animais foram obtidos no
Departamento de Farmacologia, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC,
Florianopolis, Brazil). Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas
atuais para cuidados com animais de laboratorio e normas éticas para investigacao
de dor experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). O Comité de
Etica da Universidade Federal de Santa Catarina aprovou todos os procedimentos
experimentais (protocolo numero 262/CEUA e 23080.035334/2003-16/UFSC). O
ndamero de animais e a intensidade do estimulo nocivo utilizados foram o minimo

necessario para demonstrar os efeitos conscientes.
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4.4 Comportamento de nocicepc¢ao aguda

4.4.1 Hipernocicepcdao induzida pelo acido acético.

Preliminarmente foi verificado o efeito do SB225002 no teste de contorcdes
abdominais em camundongos que embora seja um modelo de nocicepcao simples e
pouco especifico, premite avaliar a atividade analgésica de varias substancias que
atuam no sistema nervoso central. A resposta nociceptiva foi induzida pela injecéao

intraperitoneal de acido acético (0,6 %) diluido em solucéo de salina (0,9 %).

Apés a injecao intraperitoneal (i.p.) de um agente nociceptivo em ratos ou
camundongos, observa-se respostas que consistem em uma sequéncia de
contorcdes e extensdes do abdémen, algumas vezes acompanhada por tor¢cées do
tronco e extensdo dos membros posteriores do animal. Este comportamento foi

denominado de contor¢cdo abdominal (Figura 71).

Figura 71 Contor¢c8es abdominais induzidas pelo acido acético.




127

A constricdo abdominal induzida pela injecdo intraperitoneal (i.p.) de uma
solucéo de &cido acético (0,6%) foi realizada como descrito previamente (VAZ et al.,

1996).

Os animais foram tratados com diferentes doses de SB225002 (0,1-1mg/Kg,
i.p.) ou o veiculo (10 mL/Kg, 1% Tween 80 em uma solucdo salina a 0,9%), 30
minutos antes da injecdo de &cido acético. Os animais foram observados
individualmente e o nimero de contor¢bes abdominais cumulativas num periodo de
20 minutos apoés a injecdo da solucao de acido acético, considerando um indicativo
de nocicepgédo. Uma solucdo de Dipirona (60 mg/Kg, i.p.) foi usada como controle

positivo.

4.4.2 Nocicepcdao induzida pela Formalina

O procedimento usado é similar ao descrito previamente por (MENDES et al.,
2000). Os animais foram tratados com diferentes doses de SB225002 (1 - 3 mg/kg,
i.p.) ou o veiculo (10 mL/Kg, 1% Tween 80 em uma solucdo salina a 0,9%), 30
minutos antes da injecdo de formalina (solucdo de formol a 37%). Os animais
receberam uma injecdo intraplantar (i.p.l) na pata direita traseira de uma solucéo
contendo 20 pL de formalina a 2,5%. Os animais foram imediatamento colocados em
um funil de vidro (Figura 72) de 20 cm de diametro, e o tempo que o0 animal passou
lambendo a pata injetada durante 30 minutos foi considerado como indicativo de

nocicepcao.
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Figura 72 Demonstracdo do teste da formalina.

4.4.3 Modelos evidentes de nocicepcao

Os efeitos de SB225002 foram avaliados em outros modelos de nocicepcao
espontanea em camundongos. Para este propdsito, os animais foram pré-tratados
com SB225002 (1 — 3 mg/Kg, i.p.) ou o veiculo (10 mL/Kg, 1% Tween 80 em uma
solugcdo salina a 0,9%), 30 minutos antes da injecdo. Os ratos receberam uma
injecdo de 20-pul (i.p.l.) de um dos seguintes agentes: capsaicina (Figura 73) (1.6
ug/pata); (CORREA et al., 1996), glutamato (Figura 74) (30 pmol/pata; (BEIRITH et
al., 2002), acetato miristato de forbol (PMA) (30 ng/pata; (TANIGUCHI et al., 1997),
ou 8-Br-cAMP (10 nmol/patas); (OTUKI et al., 2005), na pata traseira direita. Os
animais foram observados individualmente nos cilindros de vidro transparentes (20
cm de diametro) durante 5 minutos apos a capsaicina, 15 minutos ap6s o glutamato,
45 ap6s acetato miristato de forbol (Figura 75) (PMA) e 10 minutos apds 8-

bromoadenosina-3’,5’-monofosfato ciclico (8-Br-cAMP) (Figura 76). A quantidade de
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tempo gasto lambendo a pata injetada foi registada com um crondémetro e

considerada como indicativo do nocicepcao.

Iz

HO

OCH;

Figura 73 Estrutura quimica da capsaicina.

HO OH

NH»>

Figura 74 Estrutura quimica do glutamato.

Figura 75 Estrutura do acetato miristato de forbol.
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Figura 76 Estrutura quimica 8-Br-cAMP.

4.4.4 Hypernocicep¢do mecéanica induzida pelo KC (citocina pro-inflamatdria),

pelo PGE,ou pela epinefrina

Para a avalicdo da hipernocicepcdo mecéanica, os camundongos foram
tratados com SB225002 (1 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, Tween 80 de 1% na
solucdo do NaCl de 0.9%), 30 minutos antes da injecdo i.pl de citocina pro-
inflamatoria (KC) (10 ng/pata), (CUNHA et al., 2005), de prostaglandina E, (PGE)
(Figura 77) (0.1 nmol/pata), (KASSUYA et al., 2007) ou epinefrina (Figura 78) (100
ng/pata. A hipernocicepcdo mecanica foi medida com os filamentos de Von Frey, em

pontos e tempos diferentes apds a injecao i.p.l dos mediadores alogénicos.
o)

OH

OH

Figura 77 Estrutura da prostaglandina Es.
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OH H

CHs

HO

OH

Figura 78 Estrutura da epinefrina.

4.4.5 Hipernocicepgao mecanica induzida pela carragenina

Para a inducéo da dor inflamatdria, os ratos receberam uma injecéo i.pl de 50
uL de carragenina (extrato solivel da caragena ou musgo irlandés) (300 ug/pata) na
superficie da pata traseira direita. Para avaliar o efeito sistematico do tratamento da
droga, os ratos receberam i.p. SB225002 (0.1 — 3 mg/kg,) ou o veiculo (10 ml/kg,
Tween 80 de 1% na solucdo salina a 0.9%), 30 minutos antes da injecdo do
carragenina. A fim avaliar o possivel local da acdo do SB225002 (central ou
periférico), um grupo separado de animais recebeu uma injecéo de i.pl de SB225002
(100 — 300 nmol/pata), co-administrada com carragenina (300 pg/pata). Grupos de
animais adicionais receberam uma injecao intratecal (i.t) ou intracerebroventricular
(i.c.v) de 5 ul do SB225002 (10 — 100 nmol/local), 10 minutos antes da aplicacéo da
carragenina. As injecdes i.t foram executadas de acordo com o método descrito por
(HYLDEN e WILCOX, 1980) com algumas modificacdes. Para as injecdes de i.t. 0s
animais estavam conscientes evitando a possivel interferéncia do anestésico. A

agulha foi conectada a uma microseringa por uma tubulacdo do polietileno e foi
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introduzida através da pele, um volume de 5 pl da solucéo do veiculo (controle) ou

do SB225002 foi injetado entre o espaco vertebral L5 e L6. Para injecGes de i.c.v.,

os animais foram anestesiados levemente com isoflurano e um volume 5ul de

SB225002 foi injetado diretamente no ventriculo lateral (coordenadas 1 milimetro do

bregma lateral de; 1 milimetro rostral e 3 milimetros vertical) como descrito

previamente por (LAURSEN e BELKNAP, 1986).

A hipernocicepcdo mecéanica de todos os grupos foi avaliada por meio do

filamento de Von Frey (FVF), até 24 h apds a administracdo do carragenina, como

descrito na (Figura 79).

Figura 79 Teste do filamento de Von Frey (FVF).

O mesmo procedimento foi aplicado aos trinta e trés compostos analogos e a

dose aplicada foi de (1mg/kg,), i.p. baseados nos dados obtidos para o SB225002 no

mesmo modelo.
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4.5 Comportamento da dor duradoura

4.5.1 Hipernocicepgao mecanica induzida pelo complexo adjuvante de Freund

(CFA)

Para produzir uma resposta inflamatoria persistente, os ratos receberam uma
injecdo de 20-pl i.pl de CFA (1 mg/ml de Mycobacterium tuberculose morta pelo
calor; cada ml do veiculo contem 0.85 mL de 6leo de parafina mais 0.15 ml de
monooleato de manide) na pata traseira direita (QUINTAO et al., 2005). Para
observar os efeitos do tratamento cronico, SB225002 (1 mg/kg) foi administrado
oralmente duas vezes por dia (12 X 12 h) por um periodo de 7 dias. A avaliacdo da
hipernocicepcdo mecanica foi via o (FVF) diariamente avaliado, 6 h apds a primeira
administracdo diaria. Os animais controle receberam o veiculo (10 ml/kg, o Tween
80 de 1% de uma solucao salina a 0.9%), na mesma programacao adotada para o

tratamento com o SB225002.

4.5.2 Procedimentos cirurgicos da constricdo parcial do nervo ciatico (CPNC).

Para avaliar o comportamento da dor neuropatica, o procedimento usado foi
similar aquele descrito por (MALBERG e BASBAUM, 1998). Os ratos foram
anestesiados com o hidrato de cloral de 7% (08 ml/kg; i.p.). O CNPC foi executado
amarrando 1/3 a 1/2 da parcela dorsal do nervo ciatico (Figura 80), com um fio de
sutura 8.0 sedas (Ethicon, Edimburgo). Nos grupos de controle falso-operados, o

nervo ciatico foi exposto sem a ligadura.
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Figura 80 Constrigéo parcial do nervo ciatico.

Depois de um periodo da recuperacdo (04 dias apds os procedimentos
cirdrgicos), os animais submetidos a (CPNC) foram tratados sistematicamente com o
SB225002 (1 mg/kg, i.p.) ou o veiculo (10 ml/kg, Tween 80 em solucdo salina a
0.9%), duas vezes por dia (12 X12 h) por um periodo de 5 dias ap6s a cirurgia e

avaliado com o (FVF) para até 6 h apds o tratamento.

4.5.3 Resposta da retirada da pata traseira pelos filamentos de Von Frey.

O uso de filamentos de Von Frey é um método para avaliar a sensibilidade
tecidual ao estimulo mecanico bastante utilizado clinicamente (Figura 81).

Entretanto, tal método passou a ser utilizado também para experimentos
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laboratoriais, no sentido de avaliar a influéncia de drogas sobre a sensibilidade

nociceptiva em animais.

Figura 81 Teste de presséo na pata dos ratos (Von Frey).

Para avaliar o alodinia mecéanica, os camundongos foram colocados
individualmente em caixas desobstruidas de Plexiglas (9 x 7 x 11 cm) em
plataformas elevados do engranzamento de fio para permitir que o acesso a
superficie ventral da pata traseira direito. A freqiiéncia da resposta da retirada foi
medida depois de 10 aplicacBes (duracdo de 1 s cada um) dos filamentos de von
Frey (FVF), Stoelting, Chicago, IL, EUA). Os estimulos foram realizados abaixo da
superficie relativa da planta do pé direito. Os animais foram aclimatados 30 minutos
antes para o teste comportamental e a hipernocicepcdo mecanica foi avaliada em
diversos tempos-pontos. O (FVF) de 0.6 g produz uma frequiéncia média da retirada
de aproximadamente 15%, que foi considerada ser um valor adequado para a
medida da hipernocicep¢do mecéanica (Quintdo et al, 2006). Consequentemente, 0s

filamentos de 0.6 g foram usados durante todo este estudo. Para determinar os
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pontos iniciais mecanicos basicos, todos os grupos foram avaliados antes do teste

ou dos procedimentos cirdrgicos.

4.6 Ensaios bioquimicos

4.6.1 Atividade da Mieloperoxidase

O recrutamento do neutréfilo a pata do rato foi avaliado indiretamente por
meio da atividade da mieloperoxidase no tecido (MPO), de acordo com o método
descrito (DINAMARCA CUNHA et al., 2004). Com esta finalidade, os animais foram
tratados com o SB225002 (0.1-3 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes e apdés, receberam
50ul i.pl de uma injecdo de carragenina (300 pg/pata) na pata direita. Foram
injetadas nas patas salina como controle. Os animais foram sacrificados 6 h apds a
aplicacdo da carragenina. O tecido subcutaneo das patas foi removido,
homogeneizado em 5% (wv-1) de EDTA/NaCI (pH 4.7) e centrifugado em 10.000
RPM por 15 minutos a 4°C. O material foi ressuspendido em 0.5% de brometo
hexadeciltrimetilaménio em tampéao (pH 5.4), as amostras foram congeladas por trés
vezes no nitrogénio liquido. As amostras foram centrifugadas novamente a (10.000
RPM, 15 min. a 4°C) e 25ul do sobrenadante foi usado para o ensaio de MPO. A
reacdo enzimatica foi avaliada com tetrametilbenzidina 1.6 mM, 80 mM NaPQOy, e 0.3
mM de agua oxigenada. A absorbancia foi medida em 650 nandmetros, e 0S

resultados foram expressos como OD por miligrama do tecido.
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4.6.2 Determinacgdo de IL-1B, TNFa ou niveis do KC na pata do rato

Os niveis de citocinas pro-inflamatérias TNFa, IL-13 ou KC, foram avaliados
de acordo com o protocolo descrito por (DA CUNHA et al., 2004). Os animais foram
tratados com o SB225002 (0.1-3 mg/kg, i.p.) e apds 30 minutos receberam 50ul i.pl
de uma injecdo de carragenina (300 pg/pata) na pata direita. Os ratos foram
sacrificados 6 h apés a injecdo de carragenina e foi injetada nas patas salina como
controle. Os tecidos foram colocados em PBS (PBS; pH = 7.4; NaCl 137 mM, KCI
2.7 mM, Na,HPO4 8.1 mM, KH,PO4 1.5 mM) contendo NaCl 0.4 M, PMSF 0.1 M,
EDTA 10 mM, 0.05% de Tween 20, 0.5% de BSA e 2 mg/ml de aprotinina, foram
homogeneizados e centrifugados a 3000 x g por 10 minutos e armazenado a -70 °C
para posterior analise. Os niveis de citocinas foram avaliados usando um kit ELISA

de acordo com as recomendacdes do fabricante (R&D Systems).

4.7 Avaliacdo dos efeitos néo especificos.

Para excluir os possiveis efeitos ndo especificos do SB225002 na
coordenacdao de motora, a atividade locomotora, ou as laténcias da resposta dos
ratos foram testadas com “rota-rod”’(Figura 82) (DUNHAM e MIYA, 1957), campo
aberto (open field) (Figura 83) (BORTOLANZA et al., 2002) e placa quente(Figura
84) (Hot-plate), respectivamente. Os grupos diferentes de animais foram pre-tratados
com SB225002 (1 e 3 mg/kg i.p.), veiculo (10 ml/kg, i.p.), e foram submetidos a cada

teste.
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Figura 82 Teste do (rota-rod).

Teste da placa quente a nocicepcao térmica manifesta por reflexo de retirada

de pata.

Figura 83 Teste da placa quente (Hot plate).

Figura 84 Teste do campo aberto (Open Field).
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4.8 Analise Estatistica.

Os resultados foram apresentados como a média e o desvio padrdo da média.
de 5 a 7 animais, a excecdo dos valores Dlsy (isto € a dose de SB225002 que
reduziu as respostas nociceptivas em 50% relativo aos valores do controle), que sdo
apresentados como as médias acompanhados de seus limites de confianca
respectivos de 95%. Os valores Dlsy foram determinados pelo uso do método dos
minimos quadrados. As porcentagens da inibicdo sdo relatadas como a média e o
desvio padrdo da média das inibicGes obtidas para cada experiéncia individual. As
comparacoes estatisticas dos dados foram executadas pela andlise de variacdo em
dois sentidos (ANOVA) seguida pelo post-test ou por ANOVA de sentido Unico de
Bonferroni seguido pelo teste de Newman-Keuls'. Para valores menores de 0.05

(P<0.05 ou menor) foi considerado significativo.

4.9 Materais e métodos dos ensaios de Colite induzida por TNBS.

4.9.1 Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c machos pesando entre 20-25 g,
criados no Biotério de Farmacologia ou Biotério Central da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Os animais foram mantidos em camaras isoladas, com
ventilacdo, sob condi¢cbes controladas de temperatura (22 + 1°C) e umidadade (60-

80%) em ciclo de 12 horas claro-escuro, além de livre acesso a agua e racao. Os
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experiementos foram realizados durante a fase clara do ciclo e os animais foram
climatizados 1 hora antes do inicio dos testes. Todos o0s protocolos foram
previamente pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Catarina

(UFSC) (processo numero 23080.035334/2003-16/UFSC). (BENTO, 2008).

4.9.2 Inducéao da Colite.

A Colite experimental foi induzida conforme descrito originalmente para ratos
e modificado para camundongos, com poucas adaptacdes as nossas condicoes
experimentais. Os animais foram aleatoriamente dividos em grupos e colocados em
jejum sdlido, utilizando uma grade de fundo da caixa para evitar a cropofagia e com
livre acesso a uma solucdo de glicose 5%. Apds 24 horas de jejum o0s animais
receberam anestesia com uma solucao de xilazina (10mg/Kg, i.p.) e quetamina (80
mg/Kg, i.p), e entdo um cateter de polietileno PE-50 (4 cm) acoplado a uma
microseringa foi inserido no interior do célon do animal para a adminitracao de doses
de acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS). A Colite foi induzida em
camundongos da linhagem Balb/c, utilizando-se 0,1 mL de TNBS 1,0; 1,5; 2,0 ou 2,5
mg em 35% de etanol. Os animais controle receberam 0,1 mL de uma solucéo estéril
de salina 0,9%. Ap6s a inducdo da Colite, os animais foram mantidos em posi¢ao
inclinada a 45° por dois minutos. Decorridas 4 horas depois da indugéo, os animais
passaram a ter livre acesso a racdo e a agua filtrada. Durante todo o experimento,
0S animais sobreviventes foram monitorados em relacdo a mudanca de peso
corporal e mortalidade. Os animais foram sacrificados 72 horas apés a inducao de

colite. Os colons foram removidos e as fezes presentes foram retiradas, e a seguir
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foram ou ndo abertos com o auxilio de uma tesoura cirargica e lavados com solucéo
salina estéril. Os coélons foram pesados, seus comprimentos mensurados e
acondicionados em freezer a -70° C para posteriores analises. Adicionalmente o

baco também foi retirado e pesado. (BENTO, 2008).

4.9.3 Tratamento animal.

Para avaliar o efeito terapéutico potencial do SB225002 na colite
experimental, os animais receberam doses diferentes de SB225002 duas vezes por
dia i.p. (0.1, 0.3, e 1 mg/kg,), 24 h apds a inducdo da colite. Em 24 h ou em 72 h
depois da inducdo da colite, a contagem e a atividade macroscopicas da
mieloperoxidase (MPO) foram avaliadas. A dose a mais eficaz (0.3 mg/Kg) foi usada
para as outras experiéncias, tais como indices de citocina, COX-2, VEGF, e
expressdo da proteina iINOS. Os tratamentos similares do protocolo foram realizados
usando o dexametasona como controle positivo (1 mg/kg, s.c.) e o anticorpo KC (30
Mg /kg, i.v.). O SB225002 foi dissolvido em uma solugéo 0.9% de NaCl que contém
0.33% Tween 80 imediatamente antes 0 uso, e 0s ratos controle foram tratados

somente com este veiculo.

4.9.4 Farmacos e reagentes.

Dexametasona, H,O,, Tween 20, Tween 80, EDTA, aprotinina, PBS, H&E,

TMB, H,0,, OPD, e TNBS foram adquiridos da empresa Sigma Co. (St Louis, MO,
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EUA). O formaldeido foi obtido da Merck (Frankfurt, Darmstadt, Alemanha). O
reagente de Bradford foi comprado dos laboratérios Bio-Rad (Richmond, CA, EUA).
Anticorpo KC, rato KC, IL-4, MIP-2, IL-10, e IL-1 /IL-1F2. Os kits DuoSet foram
obtidos da R&D Systems. COX-2, -actin, VEGF (C-1), e iINOS anticorpos primarios
do foram adquiridos da Santa Cruz biotecnologia (Santa Cruz, CA, EUA). O
anticorpo secundario Envision Plus, reagente de estreptavidina-HRP, e o cromogeno

3.3-diaminobenzidina foram adquiridos da Dako Cytomation (CA, EUA).
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO.

5.1 Resultados da sintese do SB225002 e das 33 N,N’-diariluréias sintéticas.

Pode-se observar na Figura 85, um sinal em O ppm referente ao
tetrametilsilano (TMS), 2,5 ppm dimetilsulfoxido e em aprox. 3,4 ppm o sinal de

(HOD) (GOTTLIEB, 1997).
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Figura 85 Espectro de 'H-RMN do SB225002 em DMSO-ds.
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Abaixo podemos observar a expansdo da regidao entre 6,5 — 11,5 ppm

referente ao hidrogénios do SB225002 (Figura 86).

Time (sec) 1.9924 | Comment Imported from VNMR. [ Date Jun 21 2004 [ Frequency (MHz) 400.05 |
Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 12772 | Points Count 16384 | Solvent DMSO | Sweep Width (Hz) 6410.26 |
Temperature (grad C) 28.000
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Figura 86 Espectro de "H-NMR do SB225002 expandido 6,5-11,5 ppm (ACD/SpecManager Ver. 4.09/21 Set.

1999, Advanced Chemistry Development Inc.).

O espectro de *H-RMN do SB225002 (Figura 86) apresenta um simpleto com
deslocamento de 11,05 (ppm) correspondente ao hidrogénio da hidroxila (OH). Os
dois simpletos em 9,48 e 9,12 (ppm) correspondem aos hidrogénios dos grupos NH.
Os dubletos 8,37-8,34 e 7,94-7,92 (ppm) correspondem aos hidrogénios do anel
contendo o grupo nitro. O dubleto em 7,76 (ppm) corresponde ao hidrogénio do anel
contendo bromo. O simpleto em 7,69 (ppm) corresponde ao hidrogénio do anel
contendo o grupo nitro. O dubleto em 7,64-7,62 (ppm) corresponde ao hidrogénio do

anel contendo bromo.

Os dois tripletos em 7,36 e 7,03 (ppm) correspondem ao hidrogénios do anel

contendo bromo. Somando os valores de todas as integrais dos sinais
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correspondentes aos hidrogénios do SB225002, temos o valor de 0,83 que foi divido
pelo nimero total (10 H) da molécula resultando um valor de 0,083 = 0,09 para cada

hidrogénio, como observamos no espectro (Figura 86).

O espectro de massas (Figura 87) foi obtido via infuséo direta (via seringa) na
probe “eletrospray” (ESI) no modo full scan negativo (ESI-IT-MS") equipamento

Varian 500MS lon Trap.

O atomo de bromo existe em duas formas isotopicas "°Br e ®Br (em
aproximadamente 50%-50%). Uma molécula do bromo (Br,) pode ser composta de 2
atomos de "°Br, ou de dois atomos de ®!Br, ou de um atomo de “°Br e de um &tomo
de ®'Br. Estatisticamente, 25% de moléculas do bromo apresentam-se "°Br-"°Br,
25% sera #'Br-3'Br e 50% sera "°Br -*!Br. Os picos em um espectro massas refletem
esta abundéancia relativa das moléculas diferentes contendo bromo de diferentes

massas.
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Figura 87 ESI-IT-MS" do SB225002 via infusdo direta no modo full scan negativo.
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O SB225002 foi obtido com bom rendimento assim como seus 33 analogos
sintéticos. Os dados de rendimento, ponto de fuséo, r.f., infravermelho, espectro de
massas e espectros de *H-NMR dos compostos sintetizados foram apresentados na

parte experimental.

A confirmacao estrutural das N,N’-diariluréias foi realizada através de andlises
espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (*H-RMN),
Infravermelho (IV), ponto de fuséo e espectrometria de massas para o SB225002,
conforme descrito na parte experimental. Descrevemos a caracterizagcdo do
SB225002, uma vez que para as outras N,N’-diariluréias os resultados foram
semelhantes. Os valores de CLog P foram calculados usando o programa

(CHEMDRAW® ULTRA — Cambridgesoft 1985-2003).

5.2 Mecanismo geral da reacdo de uma amina aromética com isocianato de

fenila e mecanismo de formacgéo do diazometano.

Neste caso a anilina adiciona ao grupo carbonil e ocorre a subsequente

formacéo da N,N’-difeniluréia (Figura 88).
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Figura 88 Mecanismo geral da reagédo de formagao da N,N’-difeniluréia (KUTEPQV, 1962), para

comparacdo (SATCHELL, 1975).

Na Figura 89 apresentamos o mecanismo de formacdo do diazometano

apartir do Diazald.
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Figura 89 Mecanismo de formacgdo do diazometano apartir do Diazald® (MOORE, 1961).

5.3 Sintese Quimica e relacéo estrutura e atividade

As alteragbes realizadas nos compostos sintetizados foram avaliadas e
comparadas com os dados obtidos para o SB220002 anteriormente. Alterar as
propriedades fisico-quimicas (como por ex. Log P), alteram diretamente os

parametros de ADME (administracdo, metabolismo e excrec¢ao) in vivo.

Neste estudo ndo foram avaliadas as caracteristicas de administracao,
metabolismo e excre¢do (ADME), mas somente o efeito do tratamento dos animais
com 0s compostos analogos sintéticos antes da injecéo intraplantar de carragenina e
a reducdo do numero de retiradas da pata como um indicativo no efeito anti-

hipernociceptivo dos compostos sintetizados.
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Para avaliar um possivel candidato a farmaco, ensaios pré-clinicos
toxicoldgicos e farmacocinéticos devem ser realizados. Pois de nada adianta
encontrarmos um potente inibidor seletivo para um alvo terapéutico se ele nao
apresentar caracteristicas fisico-quimicas adequadas, baixa toxidez para se tornar

possivelmente um farmaco para uso em clinica médica.

Os compostos sintéticos que apresentaram porcentagem (%) de inibicdo
maior do que o valor obtido para o SB225002 (52 + 3% de inibig&o); foram avaliados
na dose de 1mg/Kg frente a hipernocicep¢éo induzida pela carragenina e a curva
dose resposta foi avaliada para obter o valor da Dlsp somente para 0s compostos

com maior porcentagem de inibicao.

Este estudo foi conduzido para fins de investigacdo académica e nao
contempla fins comerciais, pois 0s ensaios pré-clinicos somente séo realizados para

moléculas com elevado grau de interesse comercial.

5.4 Simplificacdo da estrutura do SB225002.

A simplificacdo molecular € uma estratégia de uso geral em quimica medicinal
para 0s compostos de interesse, frequentemente complexos. Onde 0s grupos
essenciais de tal farmaco foram identificados por estudos de relacdo estrutura e
atividade (SARs), a seguir, geralmente podemos rejeitar as partes ndo essencias da
estrutura sem diminuir a sua atividade. A simplificacdo € melhor quando realizado
em pequenos estagios, sintetizando estruturas mais simples e mantendo os grupos

essenciais.
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Os compostos A12, A13 e A21 foram sintetizados visando a simplificacdo da

estrutura do SB225002 (Figura 90).
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Figura 90 Esquema da sintese dos compostos A12, A13, A19 e A21.

No caso do composto A12, o grupo hidroxila (-OH) na posicao 2 foi retirado e
a sua atividade foi avaliada e comparada com o valor obtido para o SB225002 (52 +
3% de inibicdo). Esta simplificacdo resultou em uma eficacia farmacolégica menor
(11 + 8% de inibicdo), no modelo de hipernocicepcdo induzida pela carragenina.
Sugere-se que a hidroxila na posicdo 2 seja importante para a manutencdo da
atividade farmacoldgica e que exerca grande importdncia na interacdo com 0s
aminoacidos no receptor transmembrana CXCR2 ou por alteracdo nas
caracteristicas de ADME (administracdo, metabolismo e excrecdo) ou seja sua
biodisponibilidade e este composto néo consiga chegar ao local desejado para exibir

sua acéo.

No composto Al3, o grupo nitro (-NO) foi retirado e comparando este com 0

SB225002 no modelo de hipernocicepcao induzido pela carragenina observou-se
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menor eficacia farmacologica (5 £ 4% de inibicdo). Esta reducdo na atividade sugere
que o0 grupo nitro na posicdo 4 exerce um importante papel na manutencdo da
atividade bem como na interacdo com os aminoacidos do receptor transmembrana
CXCR2 ou por alteragdo nas caracteristicas de (ADME) ou seja sua

biodisponibilidade.

No composto A21, retirou da estrutura original do SB225002 o grupo hidroxila
(-OH) na posigédo 2 e o grupo nitro (-NO) na posicdo 4 e 0 composto apresentou
menor eficacia farmacolégica (28 + 5% de inibicdo), frente ao modelo de
hipernocicepcédo induzido pela carragenina, reforcando os dados obtidos para o0s
compostos Al12 e A13, onde o grupo hidroxila e o grupo nitro sugerem um importante

papel na estrutura para a manutencéo da atividade farmacoldgica.

O composto A19 foi avaliado realizando-se uma mudanca do substituinte na
hidroxila (-OH) original da molécula de SB225002 pela insercdo de um grupo
metoxila (-OCHz3). Isto pode bloquear interacfes do tipo hidrogénio. O resultado da
metoxilagdo da hidroxila na posicédo 2 do composto A19 exibiu eficacia farmacologica
menor (36 + 12% de inibicdo) no modelo de hipernocicepcdo induzido pela
carragenina, reforcando os dados obtidos anteriormente e demonstrando a
importancia da hidroxila livre nas interacdes tipo hidrogénio que sugerem com que a

atividade farmacoldgica seja maior.

Podemos concluir que o grupo hidroxila (OH) na posicédo 2 sugere um papel
importante na manutencédo da atividade farmacoldgica, bem como o grupo nitro (-
NO,) na posicdo 4. A metilacdo da hidroxila (OH) da posicdo 2 n&o resultou em
aumento da atividade farmacologica, provavelmente por nédo fazer interagdes tipo

hidrogénio com os aminoacidos do receptor transmembrana CXCR2 ou por
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alteracdo nas caracteristicas de (ADME) ou seja sua biodisponibilidade alterado por

valores de Log P.

A simplificacdo estrutural via delecdo de substituintes ou a metoxilagdo da
hidroxila na posi¢éo 2 para uma molécula com poucos substituintes ndo foi uma boa

estratégia para aumentar a eficacia nestes casos.

5.5 Fusao de anéis

Ao aumentar o niumero de anéis aromaticos pela fusdo ou insercdo, podemos
as vezes potencializar as interacdes com os aminoacidos de proteinas ou de
receptores, assim aumentando a seletividade frente os mesmos. Podemos aumentar
a area de interacdo, aumentando assim as interacdes para o sistema aromatico no
caso do anel naftalénico. Outra idéia possivel € que o sistema do anel do 1-naftaleno
sugere melhor interacdo (ligagbes w) com porcdes hidrofébicas do receptor
transmembrana CXCR2, do que apenas um anel aroméatico contendo (2-bromofenila)

no caso do SB225002.

Sendo assim optamos pela substituicdo de parte do SB225002, anel contendo

2-bromofenila por um anel aromatico condensado, o 1-naftaleno (Figura 91).

Os resultados apresentados pelo SB225002 no modelo de hipernocicepgéo
induzido pela carragenina foram de 52 + 3% de inibicdo e para o composto AOO foi
de 66 = 7% de inibicdo, o que sugere um aumento da eficacia do composto AOO.
Estes dados sugerem que os compostos derivados do SB225002 contendo um anel

aromatico condensado tipo naftaleno podem aumentar sua atividade frente ao
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modelo de hipernocicepcdo induzida pela carragenina, apresentando uma boa
oportunidade para sintetizar novos compostos mantendo o anel naftalénico e
substituindo as aminas aromaticas para avaliar os efeitos dos substituintes frente a

hipernocicepg¢ao induzida pela carragenina.

Outra opc¢ao foi substituir a porcdo aromatica, o anel contendo (2-hidroxi-4-
nitrofenila) por um anel aromatico condensado o 1-naftaleno obtendo o composto
Al6 e avaliar a sua atividade biologica frente a hipernocicep¢do induzida pela
carragenina. O resultado para o composto Al6 foi de 60 £ 10% de inibicao,
comparado com o SB225002 (52 + 3% de inibicdo), estes fatos sugere que
mantendo um dos anéis o 1l-naftaleno e o outro anel aromatico com substituintes
como neste caso o 2-bromofenila podemos obter resultados importantes para avaliar

o efeito dos substituintes nas interac6es com o receptor transmembrana CXCR2.

O resultado obtido para o composto A18 que foi preparado pela substituicdo
da porcéo contendo o anel 2-hidroxi-4-nitrofenila por uma amina aromatica isenta de
sustituintes a anilina, apresentou um resultado de 24 + 3% de inibicdo, comparado
com os resultados obtidos para o SB225002. Apresentando assim um efeito menor,
como ja era esperado, pois a por¢cao substituida com um anel contendo (2-hidroxi-4-
nitrofenila) mostrou-se muito importante nos ensaios para a simplificacdo estrutural

do SB225002 (Figura 91).
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Figura 91 Esquema da sintese dos compostos A00, Al14, A16, A18, A29, A30 e A32.

Os resultados obtidos na substituicdo da porcdo contendo o anel (2-
bromofenila) por 1-naftaleno foi uma estratégia que potencializou a eficiéncia do
composto A0O, sendo assim, foi sintetizado o composto Al4 onde foi substituido o
anel contendo (2-hidroxi-4-nitrofenila) por (1-naftaleno), mas o resultado foi menor
(36 £ 6% de inibicdo); como também ja era esperado, isto sugere que um dos anéis
deve conter substituites para exibir a acdo desejada segundo dados apresentados

no item anterior sobre a simplificacdo estrutural.

Preparamos o composto A29, onde foi mantida a porcdo l-naftaleno e foi
substituido a amina aromatica contendo o anel 2-hidroxi-4-nitrofenila por um anel
contendo os substituintes 2-hidroxi-5-clorofenila para avaliar o efeito da mudanga do

grupo nitro na posi¢cado 4 por um cloro na posicado 5 e o resultado ndo apresentou
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atividade 0% de inibicdo, sugerindo que o grupo nitro na posicédo 4 exerce funcéo

fundamental na estrutura para interagcdo com o receptor.

O composto A31 foi preparado pela substituicdo da por¢cdo do anel contendo
2-hidroxi-4-nitrofenila por um anel contendo 2-hidroxi-4-clorofenila, substituindo
assim o grupo nitro da posi¢ao 4 por um cloro na mesma posic¢éo e o resultado foi 10
*+ 4% de inibicdo, de atividade frente a hipernocicepg¢éo induzida pela carragenina,
sugerindo que a mudanca do grupo nitro por um cloro ndo exerce aumento na
eficacia farmacoldgica demonstrando que o grupo eletroretirador (-NO;) favorecem

as interac6es com o receptor transmembrana CXCR2 o grupo cloro (-Cl) ndo o faz.

Para efeito de comparacdo da posicdo 1 (alfa) ou 2 (beta) sintetizamos o
analogo A32 onde foi mantido o anel contendo (2-bromofenila) e o outro contendo
(2-hidroxi-4-nitrofenila) onde foi substituido pelo anel aromético condensado 2-
naftaleno e o resultado foi de (23 + 8% de inibicdo), comparado com o composto A16
onde o anel aromético condensado foi o 1-naftaleno o qual o resultado foi de (60 *
sugerindo assim a importancia do anel naftalénico na posicdo 1 apresentar maior

eficiéncia do que na posicéo 2, reforcando os dados obtidos para o composto AQO.

Os dados obtidos sugerem que para aumentar as interagbes com O0s
aminoacidos do receptor transmembrana do CXCR2 foi manter o anel 1-naftaleno na

estrutura e variar as aminas aromaticas substituidas.

Varios compostos analogos foram sintetizados como os apresentados na

(Figura 92).
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Figura 92 Estrutura dos compostos sintetizados baseados nos dados obtidos para o composto A0OQ.

Os dados obtidos frente ao modelo de hipernocicepcédo induzido pela
carragenina sugerem 0s compostos analogos A03, A04, A05, A16 como alguns dos

mais eficazes (Tabela 5).

5.6 Variagao dos anéis heteroarométicos.

Uma estratégia muito usada para a sintese de compostos que contém um

anel aromético ou heteroaromatico sugerem que a substituicdo do anel original por
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uma variacdo dos anéis heteroaromaticos de diferentes tamanhos e posicdes

diferentes do heteroatomo no anel pode aumentar a eficdcia dos analogos sintéticos.

Diferentes companhias farmacéuticas variam o anel central para produzir uma

enorme diversidade de novos compostos ativos.

Evidentemente, muitas destas mudancas sdo meramente maneiras de evitar
imitacbes da patente (“me too” drugs), mas podem frequentemente haver algumas
melhorias significativas na atividade, como o aumento da seletividade e os efeitos

colaterais podem ser reduzidos.

Uma vantagem de alterar um anel aromatico para um anel heteroaromatico é
gue introducao possibilita uma interacéo extra da ligacédo de hidrogénio com um local
ou uma regido apropriada caso esteja disponivel na nova estrutura sintetizada

(Figura 93).
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Figura 93 Estrutura dos compostos obtidos pela introdugao de anéis heteroaromaticos.




158

Com os dados obtidos para o composto AO0O, sintetizamos 04 compostos
utilizando a estratégia da introducdo de anéis heteroaromaticos disponiveis em

nosso laboratorio.

No caso do composto AOl, o anel contendo (2-hidroxi-4-nitrofenila) foi
substituido por um anel tipo 2-aminopiridina e o resultado da atividade frente a
hipernocicepcao induzida pela carragenina foi de 3 = 3% de inibicdo, um resultado
de eficacia baixo comparado a molécula modelo AOO que foi de (66 £+ 17% de
inibicdo). Neste caso esta a estratégia de introducdo de um anel heteroaromatico

nao foi bem sucedida.

O composto A02 foi sintetizado substituindo o anel contendo 2-hidroxi-4-
nitrofenila por um anel heteroaromatico tipo 2-aminotiazol e o resultado da atividade
frente a hipernocicepc¢éo induzida pela carragenina foi de (41 = 13% de inibicao,

resultado inferior comparado ao composto A0O que foi de 66 + 17% de inibic&o.

O composto A07 foi sintetizado substituindo o anel contendo 2-hidroxi-4-
nitrofenila por um anel heteroaromatico tipo 2-aminopirazina e o resultado da
atividade frente a hipernocicepc¢do induzida pela carragenina foi de 57 + 4% de
inibicdo, sugerindo um bom resultado quando comparado ao composto AOO que foi

de 66 + 17% de inibicéo.

Sintetizamos também o composto A20, substituimos o anel contendo 2-
hidroxi-4-nitrofenila por um anel heteroaromatico do tipo 8-aminoquinolina e foi
mantido o anel contendo 2-bromofenila. O resultado da atividade frente a
hipernocicepcéao induzida pela carragenina foi de 15 + 7% de inibigdo, resultado

inferior ao obtido para o analogo AOO que foi de 66 + 17% de inibicéo.
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Os resultados apresentados pela substituicho de um anel por compostos
heteroaromaticos ndo foi bem representando devido a pequena quantidade de
compostos sintetizados. Devido a variedade de precursores heteroaromaticos
disponiveis em nosso laboratério ser pequena e ndo sintetizamos uma grande

variedade de estruturas.

Mas podemos observar que no caso do composto A07 quando foi introduzido
um anel heteroaromatico contendo 2-aminopirazina, sua atividade foi muito parecida
com o andlogo A00, sugerindo que anéis heteroaromaticos podem ser uma
estratégia importante no desenvolvimento de novos compostos antagonistas do
receptor transmembrana CXCR2 quando se faz uso de uma grande quantidade e
variedade de anéis heteroarométicos aumentando assim a diversidade estrutural

para ser avaliada frente ao modelo em questao.

5.7 Extensao da cadeia (CHy)n.

Alguns farmacos contem dois grupos obrigatorios importantes ligados por
uma cadeia, neste caso é possivel que o comprimento da cadeia ndo seja ideal para
a melhor interacdo com o sitio ativo do receptor ou enzima. Conseqlentemente,
encurtar ou alongar o comprimento das cadeias pode ser uma estratégia util a se
tentar para potencializar a atividade dos compostos antagonistas do receptor

transmembrana CXCR2.




160

Apresentamos a sintese de 04 exemplos (Figura 94) de compostos com
extensdo da cadeia, introduzindo espacadores tipo metileno (CHj),, com os

reagentes disponiveis em nosso laboratorio.

Cl

Figura 94 Estrutura dos compostos sintetizados usando a etratégia de extensdo da cadeia.

Frente aos resultados obtidos para o analogo A05 (85 + 7% de inibicdo), foi
sintetizado o analogo AO8 e o resultado da atividade frente a hipernocicepcéo
induzida pela carragenina foi de (66 + 7% de inibicdo). Este anel ndo possui nenhum
substituinte e foi introduzido um aumento de duas unidades metilénicas (-CH,-CH,-)
extendendo a cadeia. Podemos observar que os resultados obtidos sugerem para o
analogo A08 que o aumento da cadeia pode favorecer interacfes antes limitadas

pela extensdo da molécula bem como aumentar graus de liberdade.

Apresentamos os dados obtidos para o analogo A09, onde foi utilizado a (3,4-

metilenodioxifenetilamina), introduzimos duas unidades metilénicas (-CH,-CHy-)
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extendendo a cadeia e o anel ainda possui o grupo (3,4-metilenodioxi um
farmacoforo natural), os resultados obtidos com atividade farmacoldgica frente ao
modelo de hipernocicepcdo induzido pela carragenina foram de (60 = 3% de
inibicdo), sugerindo que a extensao da cadeia e a introducao de grupos substituintes
pode ser uma boa estratégia para a obtencdo de compostos farmacologicamente

mais eficientes e potentes.

No caso do anélogo A10 os resultados foram (3 £ 3% de inibicdo), neste caso
também introduzimos um aumento de duas unidades metilénicas (-CH,-CH;-)
extendendo a cadeia juntamente com um susbtituinte metoxila na posi¢cdo 4 (4-
OCHj3) e o resultado foi o oposto do obtido para o analogo A08. Isto indica que a
extensdo da cadeia pode favorecer interacdes fornecendo um acréscimo na
atividade e também é dependente dos grupos substituintes no anel aromético para
uma melhor interacdo com o sitio ativo ou por¢do onde os aminoacidos do receptor

transmembrana CXCR2 interagem com a molécula do antagonista.

O resultado do composto analogo sintético A1l foi (38 £ 8% de inibicdo) e os
resultados foram comparados com o analogo A05 (85 = 7% de inibicdo). No caso do
analogo All foi introduzida uma unidade metilénica (-CH2-) e mantido os

substituintes (3,4-dicloro) com a mesma substituicdo do analogo A05.

Os resultados obtidos sugerem que o aumento de uma unidade metilénica
mantendo os substituintes (3,4-dicloro) pode nédo ter a distancia minima suficiente
para realizar as interacfes para que o0 composto exiba sua atividade frente ao

receptor.

Uma sugestdo para a sintese de um novo composto analogo poderia ser a

introduc&o de duas unidades metilénicas mantendo os substituintes (3,4-dicloro), ou
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seja usar a (3,4-diclorofenetilamina) e comparar com os analogos A0O8 e A09 que

forneceram um bom resultado.

Os resultados obtidos sugerem que a extenséo da cadeia pode ser uma boa
estratégia para a sintese de compostos farmacologicamente mais potentes, pois a
introducéo dos espacadores metilénicos (-CH»-) na molécula faz com que a mesma
adquira maior mobilidade, favorecendo interagbes com sitios ativos no receptor
transmembrana CXCR2. Uma vez que o numero de compostos sintetizados também

foi pequeno devido a disponibilidade de reagentes.

5.8 Método manual de Topliss.

Em determinadas situacdes fica muito dificil ou impraticavel fazer uma grande
guantidade de estruturas exigidas para determinar uma equacdo de Hansch. Por
exemplo, a rota sintética envolvida pode ser dificil e somente algumas estruturas
podem ser sintetizadas em uma escala limitada. Nestas circunstancias, seria Util
testar os compostos para a uma determinada atividade farmacoldgica e usar os
resultados dos compostos sintetizados para prever a estrutura do analogo sintético

seguinte.

O esquema manual de Topliss € um diagrama de fluxo que permite que tal

procedimento seja seguido (Figura 95).

O esquema foi elaborado considerando a hidrofobicidade n e os fatores
eletrdnicos o de varios substituentes e sdo projetados tais que o melhor substituinte

pode ser encontrado mais facilmente.
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O esquema manual de Topliss para substituintes aromaticos supfe que o
composto padréo foi testado para uma dada atividade farmacologica e contém um
anel aromatico mono-substituido. O primeiro analogo do esquema é o derivado

isento de substituintes no anel e o proximo é 4-cloro.

O anéalogo sem substituintes foi sintetizado bem como o analogo contendo 4-
cloro (4-Cl) e a atividade farmacoldgica foi avaliada e comparada. Existem trés
possibilidades. O analogo 4-cloro pode exibir menor atividade (L), atividade igual (E),
ou maior atividade (M) do que o composto inicial (isento) de substituintes. O
resultado da atividade observado determinar4 em que via do esquema manual de

Topliss 0s proximos compostos serao sintetizados.

Se a atividade biolégica aumentar (M) a via a ser seguida é a sintese do
analogo 3,4-dicloro. Se, de um lado, a atividade permanecer a mesma, a via a seguir
(E) é a sintese sugerida é do analogo 4-metil . Finalmente, se a atividade for menor

(L) a via sugerida é a do analogo 4-metoxi.

i
: £l "'I
4-OMe CHy

L B L E 51

4By
:—GI/ 3-Cl
a

L] oq M 2k

See Ceneral Mg 3O, 3CF, l

Branch ,_im 35Ch 4NO,
4-Nile, |

G e
IMe-4-NMe, 4F
4-NH,

Figura 95 Arvore de decis&o de Topliss para substituintes aroméaticos, M = mais ativo, E = igual atividade

e L =menos ativo, comparados com o composto (H) inicial.
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Abaixo na Figura 96 apresentamos as estruturas sintetizadas segundo o
método manual de Topliss para os compostos analogos frente ao modelo de

hipernocicepg¢ao induzido pela carragenina.

A18

A6

L E I M :
J—‘Q? A22 M]S
L
\ ) 4 C:CHS}S 3 CF3-4 Cl
= jx24 4 CF3 3- CF3-4 NO2
| M
2.4 CIZ
5 3 N:CH3}2 3- CH3 3CF3
iga N I
central 2.C1 A03

3,5CI2

4-N(CH3)2 | I
L E M A03 3NO2
|

# 3CH34N(CH32 A5
4-NH2

Figura 96 Estrutura dos compostos sintetizados (A18, A06, A27, A22, A05, A24, A03 e A15) utilizando o
método manual de Topliss.
O anélogo (isento) de grupo substituinte (A18) apresentou uma porcentagem
de inibicdo frente ao modelo de hipernocicepcéo induzido pela carragenina de 24 +

3% de inibigao.

A sintese do analogo A06 (4-Cloro) forneceu um resultado de atividade frente

a hipernocicepc¢édo induzida pela carragenina de 6 + 3% de inibic&o.

Segundo o equema manual de Topllis o analogo (A27) deve ser sintetizado e
avaliado frente ao modelo de hipernocicep¢cdo induzido pela carrageninae
comparado com o analogo A06 (4-Cl). A sintese do analogo A27 contendo um

substituinte 4-metoxi (4-OCHj) forneceu um resultado de atividade frente a
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hipernocicepcao induzida pela carragenina de 0 + 0% de inibicdo sugerindo segundo

0 esquema a sintese do analogo A22.

A sintese do analogo A22 contendo um substituinte 4-metil (4-CHj3) forneceu
um resultado de atividade frente a hipernocicepcédo induzida pela carragenina de (24
+ 6% de inibicdo), sugerindo a sintese do analogo contendo o grupo 4-tercbutil (4-

C(CHp3)3, 0 qual ndo foi sintetizado devido a ndo disponibilidade de reagentes.

A sintese do analogo A05 contendo um substituinte 3,4-dicloro (3,4-Cl,)
forneceu um resultado de atividade frente a hipernocicepcdo induzida pela
carragenina de 85 + 7% de inibicdo. O substituinte cloro tem valores positivos de & e
de o, isso implica que ambas as propriedades sdo importantes para a atividade

biologica. Sugerindo que os proximos analogos a srem sintetizados séo:

Segundo o esquema manual de Topllis o analogo A05 contendo os
substituintes 3,4-dicloro (3,4-Cl,) forneceu o melhor resultado (85 + 7% de inibic&do).
sugerindo que os préximos analogos a serem sintetizados sdo: compostos que
devem conter grupos no anel substituintes: 4-trifluorometil (4-CF3), 2,4-dicloro (2,4-

Cly) e 4-nitro (4-NO,) respectivamente.

Somente 0 analogo A03 contendo um substituinte 4-nitro (4-NO;) foi
sintetizado devido a ndo disponibilidade de reagentes. O analogo A03 forneceu um
resultado de atividade frente a hipernocicepcao induzida pela carragenina de 61 +
4% de inibicdo. Estes resultados sugerem que esta via ndo favorece o aumento da

atividade farmacoldgica.

Assim a outra via do método manual de Topllis sugere a sintese dos analogos

contendo os substituintes: 3-trifluorometil-4-cloro (3-CF3-4Cl) e 3-trifluorometil-4-nitro
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(3-CF3-4-NO,) respectivamente que nao foram sintetizados devido a nao

disponibilidade das aminas aromaticas com estes substituintes.

O método manual de Topliss sugeriu a sintese do composto A05 (3,4-Cly), o
qual apresentou o melhor resultado frente ao modelo de hipernocicep¢ao induzido

pela carragenina.

Apés avaliacdo da atividade frente a hipernociepcdo induzida pela
carragenina os cinco derivados sintetizados segundo método manual de Topliss,
foram agrupados em ordem decrescente de eficacia, obtendo-se: 3,4-Cl, > 4-H> 4-

CH3 >4-CI>4-OCHzs.

A validade do esquema de Topliss foi testada avaliando-se os resultados de
estruturas e atividade de varios farmacos que ja foram relatados na literatura e no
presente trabalho sugere a sintese dos compostos contendo grupos substituintes: 3-
trifluorometil-4-cloro (3-CF3-4Cl) e 3-trifluorometil-4-nitro (3-CF3-4-NO), como novos
anélogos para potencializar a agdo frente ao modelo testado (compostos ndo foram

sintetizados devido a ndo disponibilidade dos reagentes).

5.9 Estrutura dos compostos baseados no analogo AO5 com grupos

substituintes (3,4-dicloro).

Abaixo na Figura 97 apresentamos 0s compostos analogos sintetizados

baseados no analogo AO5.




167

Figura 97 Estrutura dos compostos sintetizados baseados nos resultados do analogo AO5.

A sintese do analogo A25 contendo um substituinte 3,4-dicloro (3,4-Cly),
mantendo o anel contendo 2-bromo (2-Br) forneceu um resultado de atividade frente
a hipernocicepcdo induzida pela carragenina de 34 + 8% de inibicdo. Estes
resultados indicaram que esta estratégia ndo aumentou a eficacia da atividade

farmacoldgica.

A sintese do andlogo A26 contendo um substituinte 3,4-dicloro (3,4-Cly),
mantendo o anel contendo 2-hidroxi-5-cloro (2-OH-5-CI) forneceu um resultado de
atividade frente a hipernocicepc¢éo induzida pela carragenina de 48 + 8% de inibic&o.
Estes resultados sugerem que o cloro na posi¢cao 5 nao deve interagir de maneira

adequado com o receptor CXCR2.
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A sintese do analogo A28 contendo um substituinte 3,4-dicloro (3,4-Cl,),
mantendo o anel original do SB225002, contendo 2-hidroxi-4-nitro (2-OH-4-NO5)
forneceu um resultado de atividade frente a hipernocicepcdo induzida pela
carragenina de 59 = 7% de inibicdo. Este resultado indica que o grupo 4-nitro e 2-
hidroxi na molécula original do SB225002 exerce um grande papel na interagcdo com

o receptor reforcando os dados obtidos até o presente momento.

Foram considerados bons candidatos o0os compostos analogos com
porcentagem (%) de inibicdo = do que resultados obtidos para o SB225002 (52 + 3%

de inibicao).

5.10 Estrutura dos compostos sintéticos com porcentagem de inibigao 2 (52 +3
%), resultados obtidos para o SB225002 no modelo de dor induzido pela

carragenina.

Para efeitos de comparacdo da poténcia frente ao modelo de hipernocicepc¢ao

induzidos pela carragenina os dados foram expressos como Dlsg (umol/KQ).

Os anélogos A00, A03, A04, A05, AO7, A08, A09, A16 e A28 apresentaram
resultados de poténcia inferiores ao SB225002, mas sua eficacia foi superior em

alguns casos.

Somente os analogos com atividade igual ou superior ao SB225002 foram

avaliados frente a curva dose resposta para obtencéo dos valores de Dlso (Umol/KQ).

Na (Figura 98) apresentamos a diversidade de estruturas produzidas

utilizando algumas ferramentas utilizadas em quimica medicinal. Podemos obervar
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gue estes compostos apresentam diferentes substituintes, espacadores metilénicos
e valores de CLog P. Isto sugere que o receptor transmemebrana CXCR2 que
possui 7 “loops” transmembrana interage com moléculas relativamente parecidas
produzindo a mesma acéao farmacolégica seja por melhor interacdo (afinidade) com

0 receptor ou maior biodisponibilidade (efeito ndo avaliado).
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Figura 98 Estrutura dos 09 compostos com porcetagem de inibicdo =2 ao SB225002 (na dose de 1mg/Kg)
frente ao modelo de hipernocicepc¢do induzido pela carragenina e seus respectivos valores de Dlsp e

CLog P.
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Os valores de CLog P variam de 1,55 para do analogo A07 a 4,64 para o
analogo A05. O valor de CLog P do SB225002 foi de 2,99. Os valores calculados de
Log P reforcam e sugerem que ndo é so o efeito do substituinte responsavel pelo

aumento ou manutencéo da atividade.

O uso das ferramentas descritas no presente trabalho, onde foram
sintetizamdos 33 compostos analogos e que apenas nove dos compostos

apresentaram eficacia = aos resultados obtidos para o SB225002.

Levando em consideracdo que 0 numero de estruturas sintetizadas foi
pequeno e a diversidade de anéis heterociclicos também, podemos sugerir que 0s
compostos sintetizados (N,N’-diariluréias) exercem um importante papel nas
interacbes com o receptor transmembrana CXCR2 caracterizado nos testes de

hipernocicepg¢ao mecanica induzida pela carragenina.

Os compostos sintetizados apresentam carcteristicas fisico-quimicas
diferentes e os estudos in vivo podem apresentar resultados dependentes da
estrutura quimica, forma de administracdo, absorcdo, metabolismo, distribuicdo nos
tecidos, excrecao e toxicidade. Todos estes parametros devem ser avaliados apdés a
escolha do melhor candidato a se tornar uma substancia quimica com propriedades
farmacoldgicas (um farmaco propriamente dito). O processo de desenvolvimento de
um farmaco é um processo muito longo e envolve custos elevados como descrito na

Figura 4 na pag. 45.

Os compostos sintetizados nao apresentaram poténcia maior (Dlsg) do que o
SB225002, mas apresentaram maior eficacia em inibir a hipernocicepcéao induzida

pela carragenina na dose de 1mg/Kg.
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5.2 Ensaios Bioldgicos de hipernocicepcdo induzida pela carragenina

(comparacao entre SB225002 seus 33 compostos analogos sintéticos).

5.2.1 Resultado do SB225002 e dos 33 compostos analogos, frente o modelo

de hipernocicepcao induzido pela carragenina.

Observou-se no Grafico 01 a melhor resposta do SB225002 (resultados
extraidos da curva dose resposta), frente a carragenina no tempo total de 6 horas e
avaliado em 3 horas no pico maximo da acdo da carragenina. A porcentagem de
inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina (3h) e o resultado foi
de 52 + 3% de inibicdo. Para ilustrar o grafico, os dados de inibicdo do SB225002
foram plotados na cor laranja. Na Tabela 05 apresentamos os valores da

porcentagem inibicdo em 3 horas, comparando com os 33 analogos sintetizados.

100+
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Grafico 1 Efeito do tratamento com SB225002 (1 mg/Kg, i.p.) frente a¢gdo da carragenina na dose de ( 300

pg/pata).
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5.2.2 Resultado do analogo AOO na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Grafico 02, o resultado do analogo AOO, comparado com o
SB225002 frente a carragenina. A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico
méaximo de acdo da carragenina (3h) e o resultado foi de 66 + 7% de inibicao.
Podemos observar que este analogo apresenta boa inibicdo comparada ao
SB225002. Na Tabela 05 apresentamos os valores da inibicio em 3 horas,

comparado com os analogos sintetizados.
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Grafico 02 Efeito do tratamento com o analogo AQ0O (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de (300 pg/pata).
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5.2.3 Resultado do analogo A0l na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcéao induzida carragenina

na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 03, o resultado do analogo A0, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 3 £ 3% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Grafico 03 Efeito do tratamento com o analogo A01(1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.4 Resultado do analogo A02 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 04, o resultado do analogo A02, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 41 + 13% de inibicdo. Podemos observar que este anélogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Grafico 04 Efeito do tratamento com o analogo A02 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.5 Resultado do analogo AO3 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 05, o resultado do analogo A03, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 61 + 4% de inibicdo. Podemos observar que este anélogo
apresenta boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05 apresentamos 0s

valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos sintetizados.
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Grafico 5 Efeito do tratamento com o analogo A03 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.6 Resultado do analogo A04 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 06, o resultado do analogo A04, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 82 + 6% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
apresenta maior inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05 apresentamos 0s

valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos sintetizados.

100+

—&— Carragenina (300 pg/pata)
—o— + A04 (1 mg/kg, i.p.)

Br

Freqiiéncia de resposta (%)

0 T

B 1 3 4 6
Tempo (h)

Grafico 6 Efeito do tratamento com o analogo A04 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).




177

5.2.7 Resultado do analogo AO5 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 07, o resultado do analogo A05, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 85 + 7% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
apresenta melhor inibicAo comparada ao SB225002. Na Tabela 05 apresentamos o0s

valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos sintetizados.

100+

—&— Carragenina (300 pg/pata)
—e— + AO05 (1 mg/kg, i.p.)

Cl

Cl

Freqliéncia de resposta (%)

Grafico 7 Efeito do tratamento com o analogo A05 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.8 Resultado do analogo A06 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com

SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 08, o resultado do analogo A06, frente & carragenina.

A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina

(3h) e o resultado foi de 6 + 3% de inibicdo. Podemos observar que este analogo

nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05

apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.

100+

754

50+

25+

Frequéncia de resposta (%)
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Y ——+A06(mgkyg,ip.)
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Grafico 8 Efeito do tratamento com o analogo A06 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.9 Resultado do analogo AO07 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com

SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Grafico 09, o resultado do analogo A07, frente a carragenina.

A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina

(3h) e o resultado foi de 54 + 7% de inibicdo. Para ilustrar o gréfico, acrescentamos

os dados de inibicdo do SB225002 na cor laranja. Na Tabela 05 apresentamos o0s

valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos sintetizados.

100+

FreqlUiéncia de resposta (%)

—8— Carragenina (300 pg/pata)
—e— + AO07 (1 mg/kg, i.p.)

N
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Grafico 9 Efeito do tratamento com o analogo A07 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.10 Resultado do analogo AO08 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Grafico 10, o resultado do analogo A08, frente a carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 71 + 5% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05 apresentamos

os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com 0s analogos sintetizados.

100+

—8— Carragenina (300 pg/pata)
—e— + A08 (1 mg/kg, i.p.)

Freqgiéncia de resposta (%)

O L] L] L]
B 1 3 4 6
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Grafico 10 Efeito do tratamento com o analogo A08 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.11 Resultado do analogo A09 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcap induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Grafico 11, o resultado do analogo AQ9, frente a carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 66 + 7% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05 apresentamos

os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com 0s analogos sintetizados.

100+

—8— Carragenina (300 pg/pata)
—e— + A09 (1 mg/kg, i.p.)

o)
50+ /\
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754

Frequéncia de resposta (%)
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Gréfico 11 Efeito do tratamento com o analogo A09 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.12 Resultado do analogo A10 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 12, o resultado do analogo A10, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 0 £ 0% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.

100~
Carragenina (300 pg/pata)
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Grafico 12 Efeito do tratamento com o analogo A10 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.13 Resultado do analogo All na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com

SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Grafico 13, o resultado do analogo All, frente a carragenina.

A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina

(3h) e o resultado foi de 03 + 3% de inibicdo. Podemos observar que este analogo

nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05

apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.

Frequéncia de resposta (%)
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Grafico 13 Efeito do tratamento com o analogo A1l (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.14 Resultado do analogo Al12 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Grafico 14, o resultado do analogo A12, frente a carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 11 + 8% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Grafico 14 Efeito do tratamento com o analogo A12 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.15 Resultado do analogo Al13 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Grafico 15, o resultado do analogo A13, frente a carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 5 + 4% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com 0s analogos

sintetizados.

—8— Carragenina (300 pg/pata)
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Grafico 15 Efeito do tratamento com o analogo A13 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.16 Resultado do analogo Al4 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 16, o resultado do analogo Al4, frente a carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 33 + 6% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com 0s analogos

sintetizados.

—=— Carragenina (300 pg/pata)
—o— + Al4 (1 mg/kg, i.p.)

Frequéncia de resposta (%)
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Grafico 16 Efeito do tratamento com o analogo Al14 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.17 Resultado do analogo Al15 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com

SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Grafico 17, o resultado do analogo A15, frente a carragenina.

A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina

(3h) e o resultado foi de 6 + 3% de inibicdo. Podemos observar que este analogo

nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05

apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com 0s analogos

sintetizados.

Freqiéncia de resposta (%)
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Grafico 17 Efeito do tratamento com o analogo A15 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.18 Resultado do analogo Al16 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernociepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 18, o resultado do analogo Al6, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 60 + 10% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05 apresentamos

os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com os anélogos sintetizados.

100+

—8— Carragenina (300 pg/pata)
®  —e—+ AL6 (1 mg/kg,i.p.)

Freguéncia de resposta (%)

Br

Tempo (h)

Grafico 18 Efeito do tratamento com o analogo A16 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose ( 300 pg/pata).
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5.2.19 Resultado do analogo Al17 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 19, o resultado do analogo Al7, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 39 + 8% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com 0s analogos

sintetizados.
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—8— Carragenina (300 ug/pata)
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Grafico 19 Efeito do tratamento com o analogo A17 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose ( 300 pg/pata).
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5.2.20 Resultado do analogo A18 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcap induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 20, o resultado do analogo Al8, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 24 + 3% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Grafico 20 Efeito do tratamento com o analogo A18 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.21 Resultado do analogo A19 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 21, o resultado do analogo Al9, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 28 + 5% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Grafico 21 Efeito do tratamento com o analogo A19 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.22 Resultado do analogo A20 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com

SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 22, o resultado do analogo A20, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico méximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 24 + 6% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Grafico 22 Efeito do tratamento com o analogo A20 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.23 Resultado do analogo A21 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com

SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 23, o resultado do analogo A21, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 28 + 5% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Grafico 23 Efeito do tratamento com o analogo A21 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.24 Resultado do analogo A22 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Grafico 24, o resultado do analogo A22, frente a carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 24 + 6% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Grafico 24 Efeito do tratamento com o analogo A22 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.25 Resultado do analogo A23 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcao induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 25, o resultado do analogo A23, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 34 + 6% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Grafico 25 Efeito do tratamento com o analogo A23 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.26 Resultado do analogo A24 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 26, o resultado do analogo A24, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 14 + 5% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Grafico 26 Efeito do tratamento com o analogo A24 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.27 Resultado do analogo A25 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 27, o resultado do analogo A25, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 34 + 8% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.
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Tempo (h)

Grafico 27 Efeito do tratamento com o analogo A25 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.28 Resultado do analogo A26 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 28, o resultado do analogo A26, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 48 + 5% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.

100+
—#— Carragenina (300 pg/pata)
-0+ A26 (1 mg/kg, i.p.)

754

Cl
50+ OH cl
o]
253 )J\
) ]

H H

Frequéncia de resposta (%)

o

B 1 3 :1
Tempo (h)

o =

Grafico 28 Efeito do tratamento com o analogo A26 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.29 Resultado do analogo A27 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 29, o resultado do analogo A27, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 0 £ 0% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.

100+
—8— Carragenina (300 ug/pata)
—0— + A27 (1 mg/kg, i.p.)

H3CO

Frequéncia de resposta (%)

Cl L L L
B 1 3 4

Tempo (h)

o =

Grafico 29 Efeito do tratamento com o analogo A27 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.30 Resultado do analogo A28 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcédo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 30, o resultado do analogo A28, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 59 + 7% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05 apresentamos
os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com 0s analogos sintetizados.

100+
—8— Carragenina (300 pg/pata)
—0—+ A28 (1 mg/kg, i.p.)

754
Cl

FreqlUiéncia de resposta (%)

504 . i O,N OH Cl
o
25+ N)J\N
H H
C L] L] L] L] L]
B 1 3 4 6
Tempo (h)

Grafico 30 Efeito do tratamento com o analogo A28 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.31 Resultado do analogo A29 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcado induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 31, o resultado do analogo A29, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 10 + 4% de inibicdo. Podemos observar que este analogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.

100+

—&— Carragenina (300 pg/pata)
—O0— + A29 (1 mg/kg, i.p.)
754

OH
50+ Qi o)
25 cl N)kN
b

C n n n n
B 1 3 4 6

Tempo (h)

FreqUéncia de resposta (%)

Grafico 31 Efeito do tratamento com o analogo A29 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.32 Resultado do analogo A30 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcédo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 32, o resultado do analogo A30, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 25 + 6% de inibicdo. Podemos observar que este anélogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.

100+

—8— Carragenina (300 pg/pata)
—0— + A30 (1 mg/kg, i.p.)

OH
o}

PN

Cl

Freq™encia de resposta (%)

I—2

Br

O L] L] L] L]
B 1 3 4 6

Tempo (h)

Grafico 32 Efeito do tratamento com o analogo A30 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.2.33 Resultado do analogo A31 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 33, o resultado do analogo A31, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 8 + 4% de inibicdo. Podemos observar que este anélogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos
sintetizados.

100+
—8— Carragenina (300 pg/pata)

;\3 —0— A31 (1 mg/kg,i.p.)

8 754

0

e

(%]

o Cl OH

o 501 0]

o

8

&

3 259 N N
: ]
L H H

o n n n n
B 1 3 4 6

Tempo (h)

Grafico 33 Efeito do tratamento com o analogo A31 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).




204

5.2.34 Resultado do analogo A32 na dose de (1 mg/Kg, i.p.), comparado com
SB225002 na dose de (1 mg/Kg).frente a hipernocicepcdo induzida pela

carragenina na dose de (300 pg/pata).

Observou-se no Gréfico 34, o resultado do analogo A32, frente & carragenina.
A porcentagem de inibicdo foi calculada no pico maximo de acdo da carragenina
(3h) e o resultado foi de 6 + 4% de inibicdo. Podemos observar que este anélogo
nao apresenta uma boa inibicdo comparada ao SB225002. Na Tabela 05
apresentamos os valores da inibicdo em 3 horas, comparado com o0s analogos

sintetizados.

100+

—&— Carragenina (300 pg/pata)
—0— A32 (1 mg/kg, i.p.)
754

50+

A

Br H H

Frequéncia de resposta (%)

0 L] L L L
B 1 3 4 6

Tempo (h)

Gréfico 34 Efeito do tratamento com o analogo A32 (1 mg/Kg, i.p.) comparado com o SB225002 (1 mg/Kg,

i.p.) frente acdo da carragenina na dose de ( 300 pg/pata).
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5.3 Curva dose resposta para os 09 compostos analogos sintéticos (A00, A03,

A04, A05, A07, A08, A09, A16 e A28) com atividade 2 ao SB225002 frente ao

modelo de hipernocicepc¢éo induzido pela carragenina.

5.3.1 Curva dose resposta do analogo A0O nas doses (0,1 — 3 mg/KQ), frente a

carragenina na dose de (300 pg/Kg).

Podemos observar no grafico 35 que o melhor resultado foi obtido na dose de

1mg/Kg no intervalo de 3 horas apds a injecdo de carragenina.

O valor da Dlsp= 3,33 (2,01-5,52) mg/kg ou 10,3 pmol/Kg.

100+

Frequéncia de resposta (%)

—8— Carragenina (300 pg/pata)
—0— A0O0 (0,1 mg/kg, i.p.)

—e— A00 (0,3 mg/kg, i.p.)

—0— A00 (1 mg/kg, i.p.)

—— A0O0 (3 mg/kg, i.p.)

O,N OH
o)
N)kN
| |
H H

Tempo (h)

Grafico 35 Curva dose resposta do analogo A0O nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), 3 horas apds a injecao de

carragenina na dose de (300 pg/Kg).
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5.3.2 Curva dose resposta do analogo A03 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), frente a

carragenina na dose de (300 pg/Kg).

Podemos observar no Gréfico 36 que o melhor resultado foi obtido na dose de

1mg/Kg no intervalo de 3 horas apds a injecédo de carragenina.

O valor da Dlsp= 2,33 (1,63-3,31) mg/kg ou 7,58umol/Kg.

—8— Carragenina (300 pg/pata)
—0— A03 (0,1 mg/kg, i.p.)

—e— AO3 (0,3 mg/kg, i.p.)

—0— A03 (1 mg/kg, i.p.)

—— A03 (3 mg/kg, i.p.)

O,N

Freguiéncia de resposta (%)

Tempo (h)

Grafico 36 Curva dose resposta do analogo A03 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), 3 horas apds a injecao de

carragenina na dose de (300 pg/Kg).
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5.3.3 Curva dose resposta do analogo A04 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), frente a

carragenina na dose de (300 pg/Kg).

Podemos observar no gréafico 37 que o melhor resultado foi obtido na dose de

1mg/Kg no intervalo de 3 horas apds a injecédo de carragenina.

O valor da Dlsp= 1,46 (1,26-1,68) mg/kg ou 4,27umol/Kg.

—&— Carragenina (300 pg/pata)
—0— A04 (0,1 mg/kg, i.p.)

—e— A04 (0,3 mg/kg, i.p.)

—0— A04 (1 mg/kg, i.p.)

—&— A04 (3 mg/kg, i.p.)

Br

Freqliéncia de resposta (%)

Grafico 37 Curva Curva dose resposta do analogo A04 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), 3 horas apds a injecao

de carragenina (300 pg/Kg).
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5.3.4 Curva dose resposta do analogo AO5 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), frente a

carragenina na dose de (300 pg/Kg).

Podemos observar no gréfico 38 que o melhor resultado foi obtido na dose de

1mg/Kg no intervalo de 3 horas apds a injecédo de carragenina.

O valor da Dlsp= 1,75(1,41-2,17) mg/kg ou 5,28umol/Kg.

100+ —&— Carragenina (300 pg/pata)
—0— AO5 (0,1 mg/kg,i.p.)
—e— A05 (0,3 mg/kg, i.p.)
AO5 (1 mg/kg, i.p.)
—&— AO5 (3 mg/kg, i.p.)

Cl

Cl

Freguiéncia de resposta (%)

Tempo (h)

Grafico 38 Curva Curva dose resposta do analogo AO5 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), 3 horas apds a injecao

de carragenina na dose de (300 pg/Kg).
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5.3.5 Curva dose resposta do analogo A07 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), frente a

carragenina na dose de (300 pg/Kg).

Podemos observar no gréfico 39 que o melhor resultado foi obtido na dose de

3mg/Kg no intervalo de 3 horas apods a injecao de carragenina.

O valor da Dlsp= 1,83 (1,37-2,25) mg/kg ou 6,92 pmol/Kg.

100+
—=— Carragenina (300 pg/pata)
—0— A07 (0,1 mg/kg, i.p.)

& —e— A07 (0,3 mg/kg, i.p.)

it —0— A07 (1 mg/kg, i.p.)

A07 (3 mg/kg, i.p.)

754

50+

N
/ ‘ O
253 T 3 X )L
T
O l) L] L] L] 1 H H
B 1 3 4 6

Tempo (h)

Frequéncia de resposta (%)

Grafico 39 Curva dose resposta do analogo A07 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), 3 horas apds a injecao de

carragenina na dose de (300 pg/Kg).
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5.3.6 Curva dose resposta do analogo A08 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), frente a

carragenina na dose de (300 pg/Kg).

Podemos observar no gréfico 40 que o melhor resultado foi obtido na dose de

1mg/Kg no intervalo de 3 horas apés a injecédo de carragenina.

O valor da Dlsp= 1,71 (1,42-2,06) mg/kg ou 5,88umol/Kg.

100+ —&— Carragenina (300 pg/pata)
—0— A08 (0,1 mg/kg, i.p.)

—e— A08 (0,3 mg/kg, i.p.)

754 A08 (1 mg/kg, i.p.)

—i— A08 (3 mg/kg, i.p.)

Frequéncia de resposta (%)

50+ o
25 dkk dekk N N
& & )
*%k%k

H H

C L] L] L] L]

B 1 3 4 6

Tempo (h)

Grafico 40 Curva dose resposta do analogo A08 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), 3 horas apds a injecao de

carragenina na dose de (300 pg/Kg).
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5.3.7 Curva dose resposta do analogo A09 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), frente a

carragenina na dose de (300 pg/Kg).

Podemos observar no gréfico 41 que o melhor resultado foi obtido na dose de

1mg/Kg no intervalo de 3 horas apds a injecédo de carragenina.

O valor da Dlsp= 1,98 (1,39-2,84) mg/kg ou 5,92umol/Kg.

100+ —&— Carragenina (300 ug/pata)
=0~ A09 (0,1 mg/kg, i.p.)
—e— A09 (0,3 mg/kg, i.p.)
A09 (1 mg/kg, i.p.)
—— A09 (3 mg/kg, i.p.)

O/\O

FreqUéncia de resposta (%)

0 T T T Y H H
B 1 3 4 6

Tempo (h)

Grafico 41 Curva dose resposta do andlogo A09 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), 3 horas apds a injecao de

carragenina na dose de (300 pg/Kg).
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5.3.8 Curva dose resposta do analogo Al16 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), frente a

carragenina na dose de (300 pg/Kg).

Podemos observar no gréfico 42 que o melhor resultado foi obtido na dose de

3mg/Kg no intervalo de 3 horas apoés a injecao de carragenina.

O valor da Dlsp= 1,81 (1,33-2,45) mg/kg ou 5,3 pumol/Kg.

100- —8— Carragenina (300 ug/pata)
—0— A16 (0,1 mg/kg, i.p.)
—e— A16 (0,3 mg/kg, i.p.)
—0— A16 (1 mg/kg, i.p.)
A16 (3 mg/kg, i.p.)

0]

Fregléncia de resposta (%)

H H Br

C L] L] L] L] 1
B 1 3 4 6

Tempo (h)

Grafico 42 Curva dose resposta do analogo A16 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), 3 horas apds a injecao de

carragenina na dose de (300 pg/Kg).
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5.3.9 Curva dose resposta do analogo A28 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), frente a

carragenina na dose de (300 pg/KgQ).

Podemos observar no gréfico 43 que os melhores resultados foram obtidos

nas doses de (0,3-3mg/Kg) no intervalo de 3 horas apds a injecdo de carragenina.

O valor da Dlsg= 3,29 (2,15-5,02) mg/kg ou 9,63umol/Kg.

—&— Carragenina (300 pg/pata)
—0— A28 (0,1 mg/kg, i.p.)

—eo— A28 (0,3 mg/kg, i.p.)

—0— A28 (1 mg/kg, i.p.)

—a— A28 (3 mg/kg, i.p.)

100+

Cl

Frequéncia de resposta (%)

OH Cl
o)
T*T
o4 r T T \ H H
B 1 3 4 6
Tempo (h)

Grafico 43 Curva dose resposta do andlogo A28 nas doses (0,1 — 3 mg/Kg), 3 horas apds a inje¢cao de

carragenina na dose de (300 pg/Kg).

5.4 Resultados da inibicdo méaxima no intervalo de 3 horas apds o tratamento

com carragenina na dose de (300 pg/pata) frente ao SB 225002 e seus 33

analogos sintéticos.




Tabela 3 Inibicdo méxima (%) no intervalo de 3 h apds ainje¢ao i.pl. de carragenina na dose de (300 ug/pata).

(%) inibicdo em 3h DICs, ICso
Droga Clog P Estrutura quimica
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N N
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5.5 Atividade dos anélogos sintéticos.

No presente estudo nds investigamos os efeitos do bloqueio do receptor
transmembrana CXCR2 no modelo de hipernocicepg¢éo induzido pela carragenina
em ratos, tratando os animais com um antagonista ndo peptidico seletivo e
competitivo do receptor transmembrana CXCR2, o SB225002 usado como controle e
para efeito comparativo com o0s analogos sintetizados para avaliar a eficacia e
poténcia dos novos compostos. Os dados atuais revelam que o SB225002 e seus 09
anélogos sintéticos (A00, A03, A04, A05, A07, A08, A09, Al6 e A28), podem
diminuir significativamente as alteragdes nociceptivas no modelo experimental
agudo. Nossos resultados corroboram e indicam que 0s receptores de quimiocinas
sugerem um papel crucial no processamento da dor e chamam a atencdo ao
potencial terapéutico dos antagonistas do receptor transmembrana CXCR2 para

tratar circunstancias dolorosas agudas.

Os dados obtidos no atual estudo demonstram claramente que o tratamento
i.p. dos ratos com o0 SB225002 e seus 09 analogos com eficacia superior produziram
efeitos anti-hipernociceptivos, para até 4 h, no modelo agudo da dor induzido pela

carragenina.
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5.6 Ensaios Biologicos realizados com o SB225002 em diversos modelos de

hipernocicepcédo e na colite induzida por TNBS.

Os resultados obtidos com o0 SB225002 em diferentes modelos de nocicepcao

espontanea séo apresentados abaixo.

5.6.1 Hipernocicepcéo induzida pelo acido acético para o SB225002.

O (Grafico 44) apresenta os resultados do SB225002 nas doses de (0,1 —

1mg/Kg), comparado com a dipirona.

601

i
o
1

_|

Nimero de contorgdes

**
(oL I I
C 0.1 0.3 1 Dipirona
sB-225002 (€0 moke.ip)
(mg/kg, i.p.)

Pk

Grafico 44 Avaliagdo da nocicepcdo induzida pelo &cido acético frente ao SB225002 em diferentes doses,

comparado com a dipirona.

Pode-se observar que o SB225002 nas doses de 0,1-1 mg/kg, i.p. causou

significativa reducéo dose dependente das constricbes abdominais induzidas por
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acido aceético. A porcentagem da inibicdo observada na dose de 1 mg/kg, foi de 94 +
3%, com um valor Dlsy estimado (acompanhado dos limites de confianca de 95%) de
0.3 mg/kg (0.13 - 0.63 mg/Kg = 0,85umol/Kg). Comparado com a dipirona(311,35
g/Mol; 60 mg/Kg = 192,7 uymol/Kg) na hipernocicepc¢éao induzida pelo acido acético. O

SB225002 apresentou maior poténcia do que a dipirona em = 227 vezes.

5.6.2 Hipernocicepc¢éo induzida pela formalina para o SB225002.

Apresentamos os resultados do tratamento com SB225002 na primeira e

segunda fase da nocicepgéo induzida pela formalina (Grafico 45).

A B
100+ _I_ 350+
3004
754
250
©w 0
© « 200+
© ©
5 907 ey
£ £ 150+
S S
- -
25 100-
504
0 0

C 1 3 C 1 3
SB225002 (mg/kg, i.p.) SB225002 (mg/kg, i.p.)

Grafico 45 Efeito do tratamento com SB225002 na primeira (A) e segunda fase (B) da nocicep¢ao induzida
pela formalina.

O modelo de dor induzido por formalina permite observar duas fases da

sensibilidade a dor: a primeira fase aparece nos primeiros 05 minutos apdés a injecao

de formalina (dor fasica) e a segunda fase ocorre entre 15 e 30 minutos apés a




226

injecdo de formalina, apresentando a resposta tonica da dor, acompanhada de uma

resposta inflamatoria relacionada liberagdo dos mediadores pro-inflamatorios.

Entretanto, a injecdo i.p. de SB225002 (1 e 3 mg/kg,) ndo afetou
significativamente (as fases neurogénicas (0-5 minutos) ou inflamatérias de 15-30

minutos) no teste da formalina.

5.6.3 Hipernocicepc¢éo induzida pela carragenina, determinacdo da curva dose

resposta para o SB 225002 em doses de (1 — 3 mg/Kg).

Apresentamos no (Figura 99), os resultados do modelo de dor causado pela
carragenina onde foram avaliados realizando-se uma curva dose resposta para obter

o valor da Dlsg do SB225002.
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Figura 99 Efeito do SB225002 administrado via: (A) i.p. (0.1-3 mg/kg, 30 min. antes), (C) i.pl. (35-106
ug/pata, co-administrado), (D) i.t. (1-35 pg/local, 10 min. antes) ou (E) i.c.v. (3.5-35 pg/local, 10 min. antes)
rotas de inducdo da hipernocicep¢gdo mecéanica induzida pelainjecdo i.pl. de carragenina (300 pg/pata) em

ratos. O gréfico B representa a area sobre a curva do gréafico A.

A injecdo intraplantar (i.pl) de carragenina (300 pg/pata) induziu uma marcada
hipernocicepcdo mecanica, com uma duracao de 6 h, como mostrado por um grande
aumento dos valores de linha de base em resposta aos estimulos com o filamento
de Von Frey de 0,69 (Figura 99). A administracdo sistematica de SB225002 i.p. (0,1
a 3 mg/kg,) produziu reducdo significativa e dose dependente da resposta a
hipernocicepcdo mecanica induzida pela carragenina, com uma inibicdo maxima de
52 do = 3% na dose de 1 mg/kg, € um com valor médio estimado da Dlsy = 1.19

(0,58-2,42) mg/kg ou 3,38 umol/Kg (Figura. 99A e B).

Na tentativa de verificar os locais periféricos ou centrais da acdo do

SB225002, este composto foi dosado por diferentes rotas de administracdo e foi
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testado no modelo de carragenina da dor (Figura 99C) e demonstra que a co-injecao
i.pl de SB225002 (35-106 pg/pata) foi capaz de reduzir marcadamente a
hipernocicepcdo mecanica induzida pela carragenina na dose (300 pg/pata). A
inibicdo observada foi obtida na dose de 106 pg/pata com 46 + 1% de inibicdo. Além
disso, a administracdo de SB225002 via i.t. (1-35 pg/local), ou i.c.v. (3,5-35) foi
capaz de reduzir a hipernocicepcdo mecanica induzida pela carragenina, com

inibicbes 55 + 2% e 41 + 1%, ambos nas doses de 10,6 pg/local (Figura . 99D e E).

5.6.4 Hipernocicepcgdao induzida pelo complexo adjuvante de Freund frente ao

SB225002.

Foi investigado em seguida se o tratamento sistematico com o SB225002 (1
mg/kg), administrado durante 7 dias, duas vezes por dia pela via i.p., seria capaz de
impedir a hipernocicepcdo mecanica persistente depois da aplicacdo de CFA (20
ul/pata). A administracdo repetida de SB225002 reduziu significativamente a
hipernocicepcdo mecénica induzida pela injecdo de CFA, por até 5 dias (120 horas)

apoés o tratamento; com uma inibi¢cdo 76 £ 9%, (Grafico 46).
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Grafico 46 Frequéncia da resposta das retiradas da pata direita que foram injetadas com o complex
adjuvante de Freund (CFA - 20 ul/pata) no grupo controle e nos ratos tratados com SB225002 (1 mg/kg,
i.p., administrado duas vezes por dia) em diferentes intervalos de tempo apés o tratamento com estas

drogas.

5.6.5 Hipernocicepc¢éao induzida pela constricdo parcial do nervo ciatico frente

ao SB225002.

O tratamento cronico com o SB225002 (1 mg/kg), dosado duas vezes por dia
via i.p., apresentamos uma agao marcada e eficaz em reverter o alodinia mecéanica
induzida pela constricdo parcial do nervo ciatico, por até 4 dias apos o tratamento.
As porcentagens de reducao foram 60 £ 2%, 2 h apds a primeira dose de SB225002,

e 35 = 3% no terceiro dia ap6s o tratamento repetido (Grafico 47).
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constricao parcial do nervo ciatico, os ratos foram tratados com salina (10 ml/kg) ou SB225002 (1mg/Kg,

i.p. administrado duas vezes por dia) em diferentes intervalos de tempo ap0s o tratamento.

5.7 Resultados obtidos com o SB225002 em diferentes modelos de

nocicepcao.

O mesmo pré-tratamento i.p. do SB225002 (1 a 3 mg/kg,), 30 minutos antes

da inducado da nocicepcéo induzida pela capsaicina, glutamato ou PMA, nao alterou

significativamente a nocicep¢do espontanea induzida por estes agentes alogénicos

(Tabela 3). Entretanto, a administracdo sistemética (3 mg/kg, i.p.) de SB225002

apresentou diminuicdo produzida pela nocicepcao induzida por 8-Br-cAMP (32 £ 7

%).
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Tabela 4 Efeitos do SB225002 em varios modelos de nocicepg¢do em ratos.

Tratamento (mg/kg, i.p., 30 min. antes)

Modelo Controle SB 225002 Dipirona®
0.3 1 3 60

Teste “Writhing™ 48+5 5+6 3+2° 12+4s’
Formalina 1* Fase  76+3s -- 90+8s 76+5s
Formalina 2° Fase 291+30s - 234+ 27s 240+ 18s
Capsaicina 44+3s -- 43+3s

Glutamato 170+ 13s - 118 +20's 151 +16s 50+10s "
PMA 114+8s - 134+8s 116 +55s
8-Br-cAMP 34+3s - 28+2s 24425

Todos os dados representam a média e o desvio padrdo da média de 5 a 7 animais.

Dipirona foi usada como uma farmaco de controle positivo. ®Os dados sdo apresentados

quanto ao numero de retiradas.

Como ilustrado na (Figura 100), a injecdo i.pl de PGE; (0,1 nmol/pata),

epinefrina (100 ng/pata) ou KC (10 ng/pata) retirada da pata do rato, produziram

efeitos hipernociceptivos mecéanicos proeminentes que foram até 24 h, como

indicado por um aumento marcado dos valores de linha de base em resposta a

estimulos com filamento de Von Frey de 0.6g. O antagonista do receptor CXCR2, o

SB225002 (1 mg/kg, i.p., 30min.) foi significativamente eficaz em impedir a
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hipernocicecdo mecéanica causada por PGE; (Figura 100 A) ou epinefrina (Figura
100 B). As porcentagens da reducao foram 41 + 2% e 55 £ 1%, respectivamente. O
tratamento com SB225002 (1 mg/kg, i.p., 30 minutos antes) produziu uma
significativa reducdo da hipernocicepcdo mecanica induzida pelo KC, com uma

inibicdo 49 + 3% (Figura 100 C).

A ‘o0 —a— PGE2 {0,1 nmolipata) B 100 —=— Epinefrina HUUngJ'patal}
-5 $B225002 (1 ma/Ka, i.p.) —e=+ 5B225002 (1 mg/Kg, i.p.)
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Figura 100 A freqliéncia da resposta de retirada da pata direita foi avaliada no grupo de controle e nos
ratos tratados sistematicamente com o SB225002 (1 mg/kg, 30 minutos antes) em intervalos diferentes
depois da injecéo i.pl (A) PGE2 (0,1 nmol/pata), (B) de epinefrina (100 ng/pata), ou (C) KC (10 ng/pata).

Ponto béasico inicial (B), (em ANOVA dois sentidos, seguido pelo teste Bonfferroni’s).
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Os resultados da (Figura 101A) indicam que o aumento da atividade da
mieloperoxidase (MPO) induzida pela injecao i.pl do carragenina (300 pg/pata) foi
inibida significativamente pelo tratamento com SB225002 (0,3 e 1 mg/kg, i.p., 30
minutos antes), quando comparado com o grupo controle (39 = 2% e 46 + 3%,
respectivamente). A injecdo i.pl de carragenina (300 pg/pata) aumentou
significativamente os niveis de KC, IL-1 e do TNF-a (Fig. 101 BD) no tecido da pata
do rato. O tratamento sistematico com SB225002 (0,1 - 3 mg/kg, i.p.) foi
marcadamente dose dependente reduzindo os de niveis do KC, com uma inibi¢cao
méaxima 90 + 5%, na dose de 1 mg/kg, i.p. (Figura 101 C). O mesmo tratamento com
SB225002 nas doses (0,1 - 3 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente a producdo de
IL-1B (Figura 89C) e de TNF-a (Figura 101 D), de maneira dose dependente. As
inibicGes observadas na dose de 3 mg/kg foram 25 = 1% e 58 + 3%, para IL-1p e

TNF-a, respectivamente.
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Figura 101 Efeito do SB225002 (0.1-3 mg/kg, i.p.) no aumento de: (A) MPO, (B) IL-1b, (C) TNFa, or (D) KC

produzido pelainduc&o por umainjecéo i.pl. de carragenina (300 ng/pata)sobre a retirada da pata.

A administracéo via i.p. de SB225002 de (1 a 3 de mg/kg,), dada 30 minutos
antes, ndo afetou significativamente a atividade locomotora dos animais no teste do
campo aberto (open-field test) (Tabela 4). Além disso, a administracdo via i.p. de
SB225002 de (1 a 3 mg/kg, 30 minutos) ndo mudou significativamente a
coordenagao motora dos animais no teste de “rotarod” ou nas respostas de laténcia

para estimulos térmicos, em compara¢cdo com o grupo controle (Tabela 4).
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Tabela 5 Analise dos possiveis efeitos adversos do SB225002 em ratos.

SB 225002 (mg/kg, i.p.)

Teste Controle
1 3
“Rota-rod” 54 +4s 58 +1s 55 +3s
Campo aberto (Open-field®) 68 £7 68 £6 73 #10
Placa quente (Hot plate) 4+1s 3+1s 4+1s

%0s dados foram expressos como o namero de quadrados cruzados. Todos os dados

representam a média e o desvio padrdo da média de 5 a 7 animals.

5.8 Discussao dos resultados obtidos com o SB225002 em diferentes modelos

de nocicepcéao.

No presente estudo investigamos os efeitos do bloqueio do receptor
transmembrana CXCR2 em modelos diferentes do nocicepgao nos ratos, tratando os
animais com um antagonista ndo peptidico seletivo e competitivo do receptor
transmembrana CXCR2, o SB225002. Os dados atuais revelam que o SB225002
pode diminuir significativamente as alteragbes nociceptivas em modelos
experimentais agudos ou crénicos da dor. Nossos resultados corroboram e indicam
gue os receptores de quimiocinas indicam um papel crucial no processamento da
dor e chamam a atencdo ao potencial terapéutico dos antagonistas do receptor

CXCR2 para tratar circunstancias dolorosas agudas e persistentes.
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NOs avaliamos inicialmente os efeitos do tratamento com o SB225002 em
alguns modelos classicos de comportamento nociceptivo agudo nos ratos. Nossos
primeiros resultados apresentam o tratamento via i.p. com SB225002. Este produziu
uma reducdo dose-dependente marcada das respostas de contor¢cdes abdominais
induzidas pelo acido acético. Os dados apresentados previamente estendem as
nocdes na relevancia das quimiocinas no teste do acido acético, e

demonstram pela primeira vez o papel dos receptores CXCR2 neste modelo.

O teste da formalina foi empregado extensamente para avaliar a acgao
antinociceptiva de novos compostos. A resposta nociceptiva causada pela formalina
indicou um perfil bifasico desobstruido, com dois componentes distintos: um
neurogénico e outro inflamatério. Surpreendentemente, o tratamento dos ratos com
SB225002, na mesma escala das doses em que este antagonista foi testado no
modelo induzido por acético &cido, ndo alterou significativamente uma ou outra fase
de nocicepgdo da formalina na pata traseira. Neste momento, n6és ndo podemos
explicar este resultado divergente. Entretanto, podem existir algumas distingbes
entre nosso estudo como o0 uso da espécie animal diferente e das regibes

anatbmicas analisadas, devem ser tomadas em consideracao.

Para ganhar umas introspecc¢fes adicionais nas acfes antinociceptivas do
SB225002, ndés avaliamos em seguida os efeitos deste antagonista em alguns
modelos mais especificos do nocicep¢édo espontanea e aguda. A administracao i.p.
de SB225002 n&o produziu nenhuma alteragdo significativa das respostas
nociceptivas do glutamato. Em ambos os modelos, hd um componente neurogénico

claro.
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Similar ao modelo induzido pela capsaicina representa uma interessante
ferramenta para estudar as drogas antinociceptivas que inibem a dor neurogénica e
se reservam avaliar a participacado de diversos mediadores, tais como aminoacidos e
neuropeptideos excitatérios. Além disso, (BEIRITH et al., 2003) demonstraram que a
nocicepcao induzida por glutamato apresentou igualmente um componente
neurogénico importante. Conseqiientemente, é possivel sugerir que 0s mecanismos
adicionais, a interferéncia na liberacdo dos neuropeptideos das fibras periféricas

sensoriais possam ser relacionados aos efeitos antinociceptivos do SB225002.

E agora que a ativacdo da PKC foi reconhecida como uma etapa importante
para os efeitos nociceptivos causados pelos numerosos estimulos fastigantes,
incluindo aqueles causados por mediadores inflamatérios. Diversos componentes
celulares PKC fosforilados, incluindo enzimas, canais do ionicos e membranas que
limitam os receptores que sé&o importantes reguladores nos processos de excitacao
e de sensibilizacdo dos nociceptores. Além disso, a estimulagdo de PKCe periférico
esta envolvida provavelmente na nocicepcao aguda evocada pela epinefrina ou pelo
TNF-a, assim como em modelos cronicos da inflamacéo ou de neuropatia. Os dados
atuais revelaram que o tratamento com o SB225002 n&o afetou o nocicepcéo
espontanea causada pelo ativador da PKC (proteina kinase C) ou PMA (acetato
miristato de forbol); assim, nés pudemos igualmente rejeitar um efeito direto possivel
do SB225002 na estimulacdo da PKC. De fato, demonstrou-se recentemente que a
PKCe nao representa um caminho de sinalizagédo de ativacao intracelular relativo aos

receptores CXCR2.

A administracdo sistematica do SB225002, foi capaz de inibir a resposta das
lambidas induzidas por PKC e o ativador 8-Br-cAMP. Isto nos sugere que a ativacao

do receptor CXCR2 durante o processamento da dor esteja relacionada
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provavelmente a via do PKC. Esta premissa € suportada pelos resultados que
demonstram que o SB225002 pode reduzir notavelmente a hipernocicepcao
mecanica induzida pela injecdo i.pl de PGE, ou de epinefrina nos ratos.
Eicosanoides e as aminas simpaticas sdo mediadores preliminares responsaveis
pela hipernocicepcdo mecanica nos ratos. Assim, obstruir o receptor CXCR2 usando

0 SB225002 pode conduzir a inibicdo de vias de PKA-cAMP, contribuindo para as

acOes antinociceptivas deste composto.

Demonstrou-se que a injecdo de i.pl da quimiocina CXC, KC, conduz a
hipernocipe¢do mecanica dose e tempo dependentes nos ratos que podem persistir
em até 5 h, e a resposta hipernociceptiva foi marcadamente reduzida por
indometacina (um inibidor n&o-seletivo da COX) ou por guanetidina (um agente de
blogueio simpatomimético). Nossos dados mostraram que a hipernocicepgao
mecanica induzida pela injecdo de i.pl de KC na pata do rato foi reduzida

notavelmente pelo pré-tratamento com SB225002.

Os dados obtidos no atual estudo demonstram claramente que o tratamento
i.p. dos ratos com o0 SB225002 produziu efeitos anti-hipernociceptivos, para até 4 h,
no modelo agudo da dor induzido pela carragenina. A administracao intratecal (i.t.)
de SB225002 foi eficaz em inibir a hipernocicep¢cdo mecanica induzida pela
carragenina nos ratos (em até 6 h). Também, a resposta hipernociceptiva causada
pela carragenina foi reduzida significativamente quando o SB225002 foi
administrado intraplantar (i.pl.) ou por rotas de i.c.v. A evidéncia relevante adicional
fornecida em nosso estudo demonstra que o tratamento sistematico com o
SB225002 impediu significativamente a migracdo de neutrdfilos de IL-1p e KC
induzidos pela injecdo de TNFa, pela injecdo de carragenina na pata do rato.

Podemos sugerir que os efeitos antinociceptivos descritos para SB225002 no




239

modelo da carragenina, estejam relacionados provavelmente a sua habilidade de

reduzir a migragéo das células e a geragéo de citocinas pro-inflamatérias.

O interesse em identificar novas alternativas para o tratamento da dor
persistente aumentou significativamente na Ultima década; desde que as terapias
atualmente disponiveis sdo parcialmente eficazes e a maioria das drogas
analgésicas induzem igualmente aos efeitos secundarios que impedem seu uso

continuado.

Para avaliar os efeitos do SB225002 em modelos persistentes da dor, nos
avaliamos primeiramente seu perfil de acdo na hipernocicepcdo mecéanica induzida
pela injecado intraplantar (i.pl) do CFA (complexo adjuvante de Freund). A injecao I.pl
de CFA produz uma resposta inflamatoéria que se torna dentro de algumas horas, um
efeito que seja associado com uma modificacdo impressionante na atividade (V e VI)
dos neurdnios superficiais (I e 1) e profundos do laminal que recebem entradas
nocivas. Os resultados atuais demonstram claramente que o tratamento terapéutico
com o SB225002 produziu uma inibicdo proeminente do hipernocicepcdo mecanica

induzida pela injecéo i.pl do CFA, por até 5 dias.

A fim de determinar mais acdes do SB225002 em modelos duradouros de
nocicepcdo, avaliamos seus efeitos na dor neuropatica como no comportamento
induzido pela CNPC (constricdo parcial do nervo ciético). Notavelmente, o
tratamento crénico com o SB225002, em uma dose baixa como (1 mg/kg), podia
reduzir marcadamente a alodinia mecanica depois da CNPC. Apesar disso, em
nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que mostra a habilidade de um
antagonista CXCR2 seletivo em impedir as alteracdes hipernociceptivas

induzidas por CNPC.
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As acdes anti-hipernociceptivas do SB225002, na dose ativa
farmacoldgicamente, ndo parecem estar associadas diretamente com as acdes néo
especificas relaxantes ou sedativas do musculo, porque esta droga ndo afetou o
desempenho dos ratos no teste de “rota-rod” nem a atividade locomotora no teste de
campo aberto. Além disso, o SB225002 né&o interferiu com a resposta da
laténcia de estimulos térmicos. Estes dados sdo completamente favoraveis a
uma aplicacdo terapéutica possivel do SB225002 para tratar a dor duradoura,
onde um tratamento crbnico for exigido. Esta proposta € reforcada pela
exibicdo dos dados que os efeitos antinociceptivos do SB225002 foram
observados na maior parte em baixas doses, variando entre 0.3 e 1 mg/kg.
Apesar disso, estudos toxicologicos pré-clinicos adicionais sdo necessarios

para confirmar essa possibilidade.

Em resumo, os dados obtidos no presente trabalho demonstram que o
antagonista do receptor transmembrana CXCR2 seletivo e ndo peptidico o
SB225002, apresenta efeitos antinociceptivos marcados indicados em modelos
experimentais agudos e cronicos da dor em ratos. Neste momento, nés nao
podemos indicar precisamente 0s mecanismos implicados nos efeitos
antinociceptivos do SB225002. Além disso, o0 SB225002 parece interferir com as vias
periféricas e centrais da sensibilizacdo dos nociceptores. Quando comparados com
dados da literatura, nossos resultados estendem a idéia no papel essencial dos
receptores de quimiocinas em alteragbes dolorosas, e indicam o0s antagonistas
seletivos do receptor transmembrana CXCR2 como uma promessa das escolhas
terapéuticas para tratar a dor aguda e persistente (MANJAVACHI et al., 2009 —

Anexo A).
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5.9 Resultados obtidos da investigacdo da acdo do antagonista seletivo do
receptor CXCR2, SB225002, sobre parametros inflamatérios na colite

experimental induzida por TNBS em camundongos.

Parte deste trabalho foi reallizado em cooperacdo e os resultados aqui
apresentados fazem parte da dissertacdo de mestrado (Bento, 2008 — Dissertacéo
de Mestrado — UFSC). Os resultados obtidos com o SB225002 apresentados abaixo
foram publicados em conjunto no Journal Leukocyte Biology (BENTO et al. 2008 —

Anexo C).

5.9.1 Efeito do tratamento com SB225002 sobre o dano macroscopico

Com o objetivo de avaliar o antagonista do receptor CXCR2, SB225002,
exercia algum efeito curativo sobre o dano tecidual causado pelo TNBS (nha dose de
1,5 mg/animal), o composto foi administrado nas doses (0,1; 0,3 e 1mg/Kg, i.p.). A
dexametasona (1mg/Kg, s.c.) foi usada como controle positivo para efeito de
comparacao. O tratamento com SB225002 foi capaz de reduzir o dano macroscopico
nas doses de 0,3 e 1,0 mg/Kg, respectivamente. As porcentagens de inibicdo foram

89,3+ 3,2e 79,1+ 7% para as doses de 0,3 e 1,0 mg/Kg, respectivamente.

A menor dose (0,1 mg/Kg) do SB225002, nédo foi capaz de reduzir os danos
macroscopicos de forma significativa. O tratamento com dexametasona também
reduziu de forma significativa o0 dano macroscépico com porcentagem de inibicdo de

82,7 £ 1% (Figura 102).




Figura 102 Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002 e dexametasona, sobre o dano

1 Controle TMNBS + 5B225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
EE TMBS (1,5 mg/animal) TNBS + SB225002 (1,0 mg/kg, i.p.)

EEEEH TNBS + SB225002 (0,1 mg/kg, i.p.) B2 TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)

fetie
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W
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macroscopico induzido pelo TNBS em camundongos.
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Setenta e duas horas apés a inducéo da colite os célons foram removidos e

avaliados quanto ao dano macoscopico. As colunas representam a média do escore

macroscopico do célon de 6 — 8 animais por grupo e as barras verticais o0 desviio

padrdo da média.

O resultado obtido para o SB225002 na dose de (0,3 mg/Kg) foi melhor (89,3

* 3,2 %), comparado com o controle (dexametasona) que foi de 82,7 £ 1% (na dose

de 1mg/Kg).
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5.9.2 Efeito do SB225002 sobre o peso corporal e a mortalidade induzida pelo

TNBS

Durante o periodo experimental os animais foram acompanhados com relacao

a possivel mudanca de peso corporal e o indice de sobrevivéncia, foram avaliados.

Podemos observar na Figura 103 os resultados obtidos. Os animais foram
colocados em jejum por 24 horas (primeiro dia), o que levou a uma reducéo de peso
em todos os grupos experimentais (dia 0). Neste, dia somentos animais dos grupos
TNBS e TNBS + SB225002 tiveram a colite induzida. Dessa forma, 24 horas apos a
administracdo do TNBS (dia 1), apenas esses dois grupos nao recuperaram 0 peso
corporal, sugerindo que estes dois grupos estavam com colite, enquanto o grupo
controle que nao recebeu TNBS, comecou a recuperar o peso. No mesmo dia, apos
a pesagem dos animais o SB225002 (0,3 mg/Kg. i.p), foi administrado, sendo que no
dia 2, ou seja 48 horas apds a inducdo da colite, este grupo comecou a recuperar
significativamente o peso corporal, enquanto que o grupo administrado somente com
TNBS continuou a apresentar reducédo do peso corporal. No terceiro dia 0os animais
do grupo controle apresentaram peso acima dos niveis basais, enquanto 0s animais
tratados com SB225002 apresentaram uma recuperacao de peso proOximo a estes
niveis, diferindo de forma significativa em comparacéo ao grupo TNBS, que por sua

vez ndo apresentou recuperacgao significativa do peso corporal.
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—B— Controle
--#-- TNBS (1,5 mg/animal)
—e— TNBS + SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
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Peso corporal (%)
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Figura 103 Efeito do tratamento com 0 antagonista do receptor CXCR2, sobre o peso corporal, na colite
induzida por TNBS. Os resultados representam a média do peso corporal de 6-8 animai por grupo e as

barras verticais os erros padrdes das médias.

Vinte e quatro horas apés a inducdo da colite por TNBS (1,5 mg/animal) o
indice de mortalidade dos animais passou a ser monitorado. Como apresentado na
Figura 96, ao longo dos dias 1, 2 e 3, ap6s a inducdo da colite houve uma taxa de
mortalidade de 65%nos animais do grupo que receberam apenas TNBS. O
tratamento com SB225002 reduziu significativamente a taxa de mortalidade 44,4,
12,0 e 19,0 para as doses de (0,1; 0,3 e 1,0 mg/Kg, i.p), respectivamente. O
tratamento com a dexametasona (1 mg/Kg, s.c) também reduziu de maneira

significativa a mortalidade dos animais para 8% (Figura 104).
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Figura 104 Efeito do antagonista do receptor CXCR2, o SB225002, ou da dexametasona, sobre a
mortalidade induzida pelo TNBS em camundongos. As colunas representam a porcentagem de
sobrevivéncia em relacdo ao niumero de animais utilizados em cada grupo experimental. Os nimeros
acima de cada bara representam a quantidade de animais mortos em relagcdo ao numero total de animais

utilizados no experimento.

5.9.3 Efeito do SB225002 sobre o peso e comprimento do cdélon, e peso do

baco, no modelo de colite experimental induzida pelo TNBS em camundongos.

Trés dias ap0s a inducdo da colite por TNBS, os animais tiveram seus colons
removidos em sua porcdo final correspondendo a 4 cm. Os animais com colite
apresentaram um aumento no peso do célon de 3,4 vezes em comparagao ao grupo
controle. O tratamento com SB225002 (0,3 mg/Kg, i.p.) foi capaz de reverter de
forma significativa esse aumento em 75,2 £ 5,4 % (Figura 105). Os animais que
receberam dexametasona (1,0mg/Kg, s.c) apresentaram uma reducédo do indice de

edema de colon de 82 + 1%.
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Figura 105 Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre o aumento
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de peso do cblon de camundongos ap6s a administracdo do TNBS. As colunas representam a média do

peso dos cblons de 4-6 animais por grupo e as barras verticais o desvio padrdo das média.

Para avaliar o efeito do SB225002 sobre a redu¢éo do comprimento do célon
induzida por TNBS, 72 horas apdés a inducdo da colite, a porcao intestinal que
compreende desde o cecum até ao anus foi retirada e medida. Como demosntrado
na Figura 106 (A e B), os animaos que receberam apenas TNBS apresentaram uma
reducdo no comprimento do colon em cerca de 20 %, quando comparado ao grupo
controle. Entretanto os animais que receberam TNBS + SB225002 (0,3 mg/Kg, i.p.)
ou TNBS + dexametasona (1,0 mg/Kg, s.c) ndo apresentaram reducdo significativa

no comprimento do célon.
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Figura 106 Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre o
encurtamento do célon de camundongos apds a administragcdo do TNBS. (A) As colunas representam a
meédia do comprimento dos colons de 4 — 6 animais por grupo e as barras verticais o desvio padrdo da
meédia. (B) Foto representativa de célons dos grupos experimentais, (1) controle, (2) TNBS, (3) TNBS +

SB225002 e (4) TNBS + dexametasona).

Outro parametro avaliado foi o aumento do peso do baco, o qual pode ser
considerado como indicativo de inflamacdo sistémica, portanto este parametro
também foi avaliado. Neste sentido, setenta e duas horas apés a injecdo de TNBS,
0s animais tiveram seus bagos removidos e pesados. Os animais do grupo do TNBS
apresentaram aumento significativo no peso do baco em cerca de 20% em
comparacao ao grupo controle. Os animais que receberam SB225002 (0,1; 0,3 e 1,0
mg/Kg, i.p.) ndo apresentaram nenhum aumento significativo no peso deste 6rgao
(Figura 107). Entretando, os animais tratados com a dexametasona (1,0 mg/Kg, s.c)

mostraram uma diminui¢cdo do peso do baco abaixo dos niveis basais.
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1 Controle TNBS +SB225002 (0,3 mg/ke, i.p.)
EE TNBS (1,5 mg/animal) TNBS + SB225002 (1,0 mg/kg, i.p.)

BB TNBS + 58225002 (0,1 mg/kg, i.p.) EZE=R TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)

Figura 107 Efeito do antagonista do receptor CXCR2, ou da dexametasona, sobre o aumento do peso do
baco apds a administracdo do TNBS. As colunas representam a média do peso do baco de 6-8 animais

por grupo e as barras verticais o desvio padrdo da média.

5.9.4 Efeito do tratamento com SB225002 sobre o dano microscépico

De acordo com a Figura 108 (A-D), as imagens histologicas revelaram que,
72 horas ap6s a inducéo de colite por TNBS, os c6lons dos animais apresentaram
grande infiltracdo de polimorfonucleares no interior da lamina prépria da mucosa, do
célon. Além disso, foi verificado sinais de espessamento da parede da mucosa,
destruicdo das criptas e perda de células globet (células calciformes), resultando em
dano tecidual. A avaliacdo do escore microscopico revelou um aumento do dano
tecidual de 23 vezes em relacdo ao grupo controle (Figura 108 E). O tratamento

sistémico com SB225002 (0,3 mg/Kg, i.p.) causou reducédo da resposta inflamatoria,
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reduzindo a infiltracdo de polimorfonucleares, assim como e espessamento da
parede intestinal, além de manter a integridade das criptas, conferindo a protecao da
mucosa, reduzindo o dano microscopico em 89,2 + 6,7%. Nos célons dos animais
tratados com dexametasona (1,0 mg/Kg, s.c), pouquissimo infiltrado celular e
nenhum dano tecidual aparente pdde ser observado. Os coOlons destes animais
apresentaram uma reducao tecidual do escore microscépico em 92,8 + 3% (Figura

108 E).

( E) 1 Controle 2223 TNBS + SB225002 (0,3 mg/ke, i.p.)
N TNBS (1,5mg/animal) =228 TNBS + Dexametasona (1,0 mg/kg, s.c.)

i
4-

w
1

Escore microscopico
b

Figura 108 Efeito do antagonista do receptor CXCR2, SB225002, ou da dexametasona, sobre o dano
tecidual microscopico induzido pelo TNBS. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do
tecido de colons fixados em H & E (aumento 200 X) dos grupos: (A) controle, (B) TNBS, (C) TNBS +
SB225002 e (D) TNBS + dexametasona. (E) As colunas representam a média de 4-6 animais e as barras

verticais o desvio padrao da média.
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Os resultados apresentados indicam o relevante papel exercido pelos
neutrofilos no dano tecidual e nos mecanismos relacionados ao desenvolvimento
das IBDs, podemos concluir com base nos resultados do presente trabalho, que o
antagonista seletivo para o receptor CXCR2, o SB225002, apresenta potencial
terapéutico para o tratamento de colite ulcerativa, uma vez que esse composto
revelou-se altamente eficaz em reduzir os parametros inflamatérios avaliados com

colite induzida pelo TNBS.

No estudo atual, nés demonstramos pela primeira vez que o SB225002,
um poderoso e seletivo antagonista ndo peptiideo do recpetor CXCR2, foi
altamente eficaz em melhorar a colite induzida por TNBS nos ratos (Para mais

detalhes: BENTO et al., 2008 - Anexo C).

Os 09 compostos analogos sintéticos (A00, A03, A04, A05, A07, A08, A09,
Al6 e A28) serdo avaliados frente ao modelo de colite induzida por TNBS

futuramente.
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6.0 CONCLUSAO

Foram sintetizados e caracterizados 33 compostos analogos ao 1-(2-hidroxi-
4-nitrofenila)-3-(2-bromofenila)-uréia (SB225002) que foram testados somente no
modelo de dor induzido pela carragenina para realizar a triagem dos compostos com
potencial farmacologico. Os 09 compostos analogos com porcentagem de inibicdo =
ao SB225002 na dose de 1mg/Kg serao futuramente avaliados frente aos modelos

experimentais ao qual o SB225002 foi submetido, complementando o atual estudo.

Os resultados obtidos apresentam consisténcia e indicam que o método
manual de Topliss dentre outras estratégias usadas em quimica medicinal, sdo boas
ferramentas, para previsdo de novos compostos com estruturas quimicas

semelhantes e que apresentam aumento no efeito farmacoldgico.

Os compostos antagonistas podem interagir com 0s aminoacidos presentes
nos “loops” transmembrana (externo) bem como com parte da parede celular. A
regido e a maneira como o SB225002 interage no receptor transmembrana CXCR2

ainda nao foi esclarecida.

Em conclusdo, nossos resultados mostram que o SB225002 e 09 dos 33
analogos sintéticos exibiram porcetagem de inibicdo maior do que o SB225002 (na
dose de 1mg/Kg) e apresentaram atividade farmacoldgica in vivo, sendo eficazes em
reduzir a inflamagédo em modelos animais. Estes compostos podem ser relevantes
como futuras estratégias para o estudo do papel de quimiocinas especificas ou
mesmo terapeuticamente para o tratamento de doencas inflamatorias associadas a

uma producdo exacerbada de seus ligantes. Além disso, as N.N’-diariluréias podem
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ser Uteis para a obtencdo de novos farmacos através do planejamento molecular

racional.
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8.0 PERPECTIVAS FUTURAS:

Os SB225002 e seus 09 compostos analogos mais ativos serdo avaliados
frente aos modelos que foram utilizados no caso do SB22002 e na colite induzida

pelo TNBS.

O SB225002 bem como seus analogos mais potentes ja estdo sendo
avaliados contra a leucemia linfoide aguda no Centro Boldrini em Campinas pelo
pesquisador Dr. José Andres Yunes cujo titulo do projeto: Acdo da CCL2 e IL-8
(CXCL8) na sobrevivéncia e proliferacdo da Leucémia Linféide aguda pediétrica, em

sistema de co-cultura com células de estroma de medula 6ssea (FAPESP).

O SB225002 e os analogos mais potentes ja estdo sendo avaliados pela
Prof.2 Dr2. Maria Martha Campos da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande
do Sul e o Prof. Dr. Joao B. Calixto do Departamento de Farmacologia da UFSC. O
projeto teve inicio em 2007 cujo titulo: Efeito do antagonista dos receptores CXCR2
para quimiocinas, SB225002, no carcinoma oral de células escamosas in vitro e in

Vivo.
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Interleukin-8 (IL-8) and closely related Glu-Leu-Arg
(ELR) containing CXC chemokines, including growth-
related oncogene (GRO)«a, GROB, GROYy, and epithelial
cell-derived neutrophil-activating peptide-78 (ENA-78),
are potent neutrophil chemotactic and activating pep-
tides, which are proposed to be major mediators of in-
flammation. IL-8 activates neutrophils by binding to two
distinct seven-transmembrane (7-TMR) G-protein cou-
pled receptors CXCR1 (IL-8RA) and CXCR2 (IL-8RB),
while GRO«, GROB, GROvy, and ENA-78 bind to and ac-
tivate only CXCR2. A chemical lead, which selectively
inhibited CXCR2 was discovered by high throughput
screening and chemically optimized. SB 225002 (N-(2-
hydroxy-4-nitrophenyl)-N'-(2-bromophenyl)urea) is the
first reported potent and selective non-peptide inhibitor
of a chemokine receptor. It is an antagonist of *2°I-IL-8
binding to CXCR2 with an IC;, = 22 nm. SB 225002
showed >150-fold selectivity over CXCR1 and four other
7-TMRs tested. In vitro, SB 225002 potently inhibited
human and rabbit neutrophil chemotaxis induced by
both IL-8 and GRO«. In vivo, SB 225002 selectively
blocked IL-8-induced neutrophil margination in rabbits.
The present findings suggest that CXCR2 is responsible
for neutrophil chemotaxis and margination induced by
IL-8. This selective antagonist will be a useful tool com-
pound to define the role of CXCR2 in inflammatory dis-
eases where neutrophils play a major role.

The recruitment of inflammatory cells into sites of tissue
damage is a normal physiological response designed to fight
infection, remove damaged cells, and stimulate healing. How-
ever, the excessive recruitment of such cells often exacerbates
tissue damage, slows healing, and in some cases leads to host
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indicate this fact.
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death. Therefore, inhibition of inflammatory cell recruitment
may be an appropriate therapeutic strategy in a number of
inflammatory diseases, such as reperfusion injury, arthritis,
asthma, and inflammatory bowel disease.

The recruitment of neutrophils from post-capillary venules
depends initially upon rolling of neutrophils via the interaction
of neutrophil expressed sLex with endothelial expressed E-
selectin, followed by attachment through the up-regulation of
CD11b/CD18 (Mac-1), and diapedesis via a haptotactic gradi-
ent of IL-8! (1). The up-regulation of CD11b/CD18 on neutro-
phils appears to be mediated via IL-8 binding to neutrophil cell
surface receptors (2).

IL-8 is a member of the super family of proinflammatory
proteins known as chemokines, which are approximately 8 kDa
in size. In human neutrophils, IL-8 binds with similar affinity
to two distinct 7-TMRs, CXCR1 (3) and CXCR2 (4), whereas
closely related chemokines containing a common amino-termi-
nal Glu*Leu®-Arg® (ELR) amino acid sequence, including
GRO«, GROB, GROv, NAP-2, and ENA-78, bind only to CXCR2
(5). Both CXCR1 and CXCR2 are present on the surface of
human neutrophils and a subset of T-cells (3, 4, 6, 7). Recent
reports indicate that transendothelial migration of CLA™ T-
cells is dependent on CXCR2 (8). In human neutrophils it is
unclear whether chemotaxis is mediated by one or both recep-
tors. In vitro studies using anti-receptor monoclonal antibodies,
and cell lines stably expressing CXCR1 and CXCR2, have led to
conflicting reports as to the importance of the two receptors in
human neutrophil IL-8-induced chemotaxis (9-11).

Evidence in support of a role for ELR containing CXC che-
mokines in the pathogenesis of inflammation has resulted from
studies manipulating the chemokine system in animal models.
Neutralization of IL-8 with a monoclonal antibody in rabbits
resulted in the suppression of a delayed type hypersensitivity
reaction, which correlated with inhibition of both lymphocyte
and neutrophil infiltration in the skin lesions (12). Additional
studies with a monoclonal antibody demonstrated potent inhi-
bition of neutrophil recruitment in a rabbit model of endotoxin-
induced pleurisy (13) and in rabbit lung reperfusion injury (14).
In mice, both injection of a monoclonal antibody to MIP-2, the
mouse homologue of GRO, or targeted disruption of the IL-8
receptor resulted in decreased neutrophil-mediated inflamma-
tory responses (14-17).

In this paper, the identification of the first potent and selec-
tive non-peptide antagonist of a chemokine receptor is de-
scribed. Using this small molecule antagonist it appears that
inhibition of CXCR2 is sufficient to prevent IL-8-induced neu-
trophil chemotaxis in vitro and sequestration in vivo. SB
225002 should be a useful tool compound to define the patho-
physiological role of CXCR2.

! The abbreviations used are: IL-8, interleukin-8; GRO, growth-re-
lated oncogene; ENA-78, epithelial cell-derived neutrophil activating
peptide; 7-TMR, seven-transmembrane domain G-protein-coupled re-
ceptor; ELR, Glu*-Leu®-Arg® CHO, Chinese hamster ovary; PBS, phos-
phate-buffered saline; HPF, high powered fields; LTB,, leukotriene B,;
LTD,, leukotriene D,; fMLP, N-formyl-Met-Leu-Phe; C5a, serum com-
plement fragment from C5; SB 225002, N-(2-hydroxy-4-nitrophenyl)-
N'-(2-bromophenyl)urea; SK&F 83589, N-(2-hydroxy-4-nitrophenyl)-
N'-phenylurea; bis-Tris, 2-[bis(2-hydroxyethyl)amino]-2-(hydroxy-
methyl)propane-1,3-diol; CHAPS, 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylam-
monio]-1-propanesulfonic acid; PMN(s), polymorphonuclear cell(s).
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cloning of CXCR1 and CXCR2—The two IL-8 receptors were cloned
by reverse transcription polymerase chain reaction. Total RNA from
human neutrophils was prepared using a GuSCN/CsCl gradient and
c¢DNA synthesis was primed with oligo(dT). Sequence specific primers
(CXCR1(5'-3"), CTAGAATTCCCTGGCCGGTGCTTCAGTTAGACTAA-
ACC, GGTAGCTACTTCCTTATAGAGAGATCTCCTTCG; CXCR2 (5'-
3"), GATGAATTCGTCAGGATTTAAGTTTACCTCAAAAATGG, GGA-
GGACGGATTCACGTCGGGAGATCTTAC) were used to amplify
CXCR1 and CXCR2 cDNAs. Receptor sequences were identical to those
published (3, 4), except for a conservative Thr to Ser change at residue
276 of CXCR1. These receptors were cloned into a mammalian expres-
sion vector containing a cytomegalovirus promoter and dihydrofolate
reductase selection. Chinese hamster ovary (CHO) cell lines expressing
either CXCR1 (CHO-CXCR1) or CXCR2 (CHO-CXCR2) were generated
by single cell cloning following electroporation of the expression vector
and selection by growth in nucleoside-free medium followed by ampli-
fication in 80 nM methotrexate. High expressing clones were identified
using '?’I-IL-8 binding to cells.

Radioligand Binding Experiments—CHO-CXCR1 and CHO-CXCR2
membranes were prepared according to Kraft and Anderson (18). As-
says were performed in 96-well microtiter plates where the reaction
mixture contained 1.0 pug/ml membrane protein in 20 mM Bis-Tris-
propane, pH 8.0, with 1.2 mm MgSO,, 0.1 mMm EDTA, 25 mm NaCl, and
0.03% CHAPS and SB 225002 (10 mMm stock in Me,SO) added at the
indicated concentrations, the final Me,SO concentration was <1% un-
der standard binding conditions. Binding was initiated by addition of
0.25 nM 2°I-IL-8 (Amersham Pharmacia Biotech, 2,200 Ci/mmol). After
1-h incubation at room temperature the plate was harvested using a
Tomtec 96-well harvester onto a glass fiber filtermat blocked with 1%
polyethyleneimine, 0.5% BSA and washed three times with 25 mm
NaCl, 10 mm Tris-HCL, 1 mm MgSO,, 0.5 mm EDTA, 0.03% CHAPS, pH
7.4. The filter was dried, sealed in a sample bag containing 10 ml of
Wallac 205 Betaplate liquid scintillation fluid, and counted with a
Wallac 1205 Betaplate liquid scintillation counter. Other binding as-
says were performed according to previously published reports: C5a
(19), fMLP (20), LTB, (21), and LTD, (22).

Synthesis of SB 225002—A solution of 2-hydroxy-4-nitroaniline (500
mg, 3.24 mmol) in N,N-dimethylformamide (1 ml) was treated with
2-bromophenylisocyanate (3.24 mmol) for 16 h at 80 °C. The product
was purified by dilution with methylene chloride and precipitation with
hexanes. Filtering afforded the title compound (530 mg, 47%), m.p. =
193-195 °C. 'H NMR (Me,SO): § 11.05 (s), 9.49 (s), 9.12 (s), 8.47 (d),
7.93 (d), 7.74 (d), 7.68 (s), 7.34 (t), 7.00 (t); electron ionization-mass
spectroscopy m/z 350(M — H); analysis (C,;H,,BrN;0,1N,N-dimeth-
ylformamide) C,H,N (23).

Inhibition of Ca®* Mobilization—Human neutrophils were separated
from whole blood of healthy volunteers by the one-step Hypaque-Ficoll
method (24). HL60 cells were differentiated, under incubation condi-
tions, with Me,SO (0.5%) for 3 days. Cells (PMN, HL60, CXCR1-RBL-
2H3, or 3ASubE) were loaded with Fura-2AM as described previously
(25). For antagonist studies, SB 225002 (final Me,SO < 0.35%) was
added at the indicated concentrations, to 10° cells/ml in Krebs-Ringer-
Henseleit buffer, followed 15 s later by agonist at the designated con-
centration. The maximal calcium concentration attained after agonist
stimulation was quantitated as described previously (25).

Inhibition of Neutrophil Chemotaxis—Neutrophils were washed
twice with phosphate-buffered saline (PBS) and resuspended in PBS
containing 1 mm MgCl, and 1 mM CaCl,. Cell motility was determined
using a modified Boyden chamber procedure as described (26). For
measurement of chemotaxis, lower chambers were filled with 30 ul of
IL-8 (1 nM) or GRO« (10 nM), the empty upper chambers were lowered
into place, and 50 pl of a PMN suspension (5 X 10° cells/ml), without
(control) or with SB 225002, was added at the indicated concentrations.
SB 225002, dissolved in Me,SO (100%) at 10 mg/ml, was diluted in PBS
to the desired concentration; the final Me,SO concentration was <0.1%.
Neutrophil migration proceeded for 60 min at 37 °C in the cell incuba-
tor, after which the chamber was disassembled. Following fixation (75%
methanol) and staining (Diff-Quick) migrated cells were counted in four
successive high power fields (HPF).

Inhibition of Neutrophil Sequestration in Vivo—The in vivo neutro-
phil sequestration model was performed in rabbits as reported previ-
ously (27). Using sterile techniques, rabbits were surgically fitted with
an implanted cannula in the external jugular vein. IL-8 (150 ng/kg/min)
or fMLP (5 ng/kg/min) was directly infused into the blood in the absence
or presence of SB 225002 (1.39-5.5 ug/kg/min) via the marginal ear
vein. Blood samples were withdrawn at 2.5-5-min intervals via the

Non-peptide CXCR2 Antagonist Blocks IL-8-induced PMN Migration

vascular access port in the external jugular. White blood cell counts
were determined with a Coulter counter, and differential counts were
done using blood smears stained with Diff-Quick. Percent change of
PMN count was determined relative to the base-line value.

RESULTS AND DISCUSSION

To determine the feasibility of targeting individual IL-8 re-
ceptors with non-peptide, low molecular weight antagonists, a
high throughput screen was configured using '2°I-IL-8 binding
to membranes of CHO-CXCR1 or CHO-CXCR2 cells. One com-
pound identified from this screen was SK&F 83589 (Fig. 1A),
which selectively inhibited '?I-IL-8 binding to CHO-CXCR2
with an IC;, of 500 nM. Chemical modification of SK&F 83589
led to SB 225002, N-(2-hydroxy-4-nitrophenyl)-N'-(2-bromo-
phenylurea (Fig. 1B), which inhibited !2°I-IL-8 binding to
CHO-CXCR2 membranes with an IC;, = 22 nm (Fig. 2). SB
225002, at concentrations up to 3.3 um (Fig. 2), failed to signif-
icantly inhibit the binding of '?°I-IL-8 to CHO-CXCRI, or
[BH]fMLP, [3H]LTB4, [3H]LTD4, or 125I-C5a to their cognate
receptors. SB 225002 was, therefore, at leased >150-fold selec-
tive for CXCR2 over the other 7-TMRs tested.

To determine if SB 225002 was a functional CXCR2 antag-
onist, we monitored its effects on intracellular calcium mobili-
zation stimulated by IL-8 or GROa. Cross-desensitization stud-
ies with Me,SO differentiated HL60 cells indicated that these
cells predominantly express CXCR2 (~80%) with a smaller
number of CXCR1 (~20%) receptors (Fig. 3A). In these cells, SB
225002 produced a concentration-dependent inhibition of both
IL-8- and GROa-mediated calcium mobilization with ICy, val-
ues of 8 and 10 nm, respectively (Fig. 3B). Similarly, in 3ASubE
(28) cells stably transfected with CXCR2, SB 225002 dose-de-
pendently inhibited calcium mobilization induced by both
GRO« and IL-8, with IC;, values of 20 and 40 nw, respectively
(Fig. 3B). In contrast to HL60 cells, human neutrophils express
equal numbers of CXCR1 and CXCR2 on their cell surface. In
these cells, SB 225002 inhibited GROa-, but not IL-8-, stimu-
lated calcium mobilization (IC;, values = 30 nm and >10 M,
respectively, Fig. 3C). In addition, in RBL-2H3 cells, stably
transfected with CXCR1, SB 225002 failed to inhibit calcium

= NH /U\NH S S NH J\NH \\\r
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A B

Fic. 1. Structures of SK&F 83589 (A) and the high affinity
analog SB 225002 (B).
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Fic. 2. Competition binding of '*°I-IL-8, [PH]FMLP, [*HILTB,,
[2(HILTD,, or '?°I-C5a by SB 225002 to appropriate membranes
expressing either cloned or primary receptors. Inhibition by SB
225002 of '?°I-IL-8 binding to CHO-CXCR1 (O) and CHO-CXCR2 (e),
1251.C5a (A) to RBL-2H3-C5a, [PHIfMLP (W) or [*H]-LTB, (CJ) to human
PMNs or [PHILTD, to guinea pig lung membranes (V). Results are
expressed as percent of control specific binding and are the means of
duplicate samples from a typical experiment performed three to five
times.
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Fic. 3. Effect of SB 225002 on agonist-induced calcium mobi-
lization. A, cross-desensitization of differentiated HL60 cells by IL-8
and GROa. Stim 1 represents the addition of a 100 nM amount of either
IL-8 or GRO« as indicated for each individual trace. Stim 2 represents
the addition of a second stimulus of agonist (100 nM) to the same cells
that had also received the first stimulation. Quantitation of the calcium
change indicates that CXCR2 represents ~80% of the IL-8 receptors on
differentiated HL60 cells. B, inhibition of calcium mobilization in
Me,SO-differentiated HL60 cells stimulated with 1 nm IL-8 (e ), 10 nM
GROa (W), or 1 nM Cha (A with solid lines) or in CXCR2-3ASubE cells
stimulated with 2 nm IL-8 (o) or 10 nM GRO« (M with dotted lines).
Calcium mobilized by HL60 cells in the absence of antagonist was
400-420, 385-410, and 410—-425 nM for IL-8, GROq, and C5a, respec-
tively, and in 3ASubE cells was 350-375 and 320-335 nM for IL-8 and
GROaq, respectively. C, isolated peripheral blood neutrophils were stim-
ulated with 1 nm IL-8 (e ), 10 nM GRO« (M), or 1 nm LTB, ((J with solid
line), or CXCR1-RBL cells were stimulated with 1 nm IL-8 (e) or 1 um
LTD, (& with dotted line). Cells were pretreated for 15 s with the
indicated concentrations of SB 225002 (1-10,000 nM) before the addi-
tion of agonist. Calcium mobilized by PMNs in the absence of antagonist
was 1200-1400, 900-1100, and 1600-1800 nM for IL-8, GROq, or LTB,,
respectively. Data in B and C are the average of duplicate points and
are representative of three individual experiments.

mobilization induced by either IL-8 or LTD, (IC5, > 10 uM, Fig.
3C). The failure of SB 225002 to block IL-8-induced calcium
mobilization in human neutrophils, presumably reflects the
ability of IL-8 to circumvent the blockade of CXCR2 by activat-
ing CXCR1, which was not inhibited by this compound. SB
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Fic. 4. Effect of SB 225002 on IL-8-, GROa-, or C5a-induced
human neutrophil chemotaxis. Chemotaxis was measured in 48-
well Boyden chambers as described under “Experimental Procedures.”
The effect of SB 225002 on chemotaxis induced by 1 nm IL-8 (e ), 10 nm
GRO«a (), or 50 nMm C5a (A) was evaluated with PMNs. Control agonist
responses were 269 * 32.6, 265 *+ 30.7, and 263 * 40.9 neutrophils/HPF
for IL-8, GROq, and C5a, respectively. The negative unstimulated re-
sponse was 54.8 *= 4.0 neutrophils/HPF. Results are expressed as a
percent of control cells responding to their respective ligands. Each
point represents an average of nine determinations from individual
donors * S.E.
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Fic. 5. Effect of SB 225002 on IL-8- and fMLP-induced neutro-
phil margination in rabbits. A, effect of a 30-min infusion of IL-8
(150 ng/kg/min, A) on the percent of neutrophils remaining in circula-
tion. Co-administration of SB 225002 at 1.39 ([J), 2.78 (e), or 5.5 (O)
ng/kg/min dose-dependently reversed the sequestration of neutrophils.
Vehicle (10% Me,SO, 90% diphosphate-buffered saline, pH 7.4) alone
produced a 20% increase in circulating neutrophils, which lasted for the
entire infusion period (30 min) but had no effect on the ability of IL-8 or
fMLP to sequester neutrophils. B, PMN sequestration by fMLP (5
ng/kg/min, O) co-administered with vehicle or SB 225002 (5.5 ug/kg/
min, o). C, dose-dependent inhibition of PMN margination by SB
225002 induced by either fMLP or IL-8 taken (15 min) after addition of
agonist. Each data point in A and B represent the average = S.E. of
three independent experiments. *, p < 0.01; **, p < 0.05; *** p < 0.001
from control (IL-8) sequestration.

225002 also demonstrated functional selectivity, since it failed
to inhibit calcium mobilization induced by optimal concentra-
tions of LTB, in PMNs (Fig. 3C), or RANTES, MIP-1«, or
MCP-1 in monocytes (data not shown).

Having identified SB 225002 as a potent and selective
CXCR2 antagonist, the compound was evaluated for inhibition
of human neutrophil chemotaxis in response to maximally ef-
fective concentrations of IL-8, GROq, or C5a. Using PMNs from
nine individual subjects, SB 225002 inhibited both IL-8 (1 nm)-
and GROa« (10 nm)-mediated chemotaxis with similar IC;, val-
ues (20 and 60 nM, respectively) but did not affect chemotaxis
induced by 50 nm C5a at concentrations up to 330 nm (Fig. 4).
These data provide evidence that in vitro neutrophil chemo-
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taxis is mediated predominantly by CXCR2.

Rabbits, like humans, express both IL-8 receptors on their
neutrophils (29). Therefore, this species was utilized to evalu-
ate the in vivo effects of SB 225002. In vitro studies confirmed
that SB 225002 is a potent antagonist of rabbit CXCRZ2, inhib-
iting rabbit PMN chemotaxis in response to optimal concentra-
tions of human IL-8 or GROa (IC;, values of 30 and 70 nwm,
respectively).

In rabbits, an intravenous infusion of LTB,, or other chemo-
tactic factors, rapidly promotes neutrophil shape change and
margination of neutrophils to the microcapillary endothelial
cells of the lung (27, 30-32). Thus, this is the basis of a useful
model to study the initial stages of neutrophil activation and
attachment to the endothelium. As seen in Fig. 5, A and B,
administration of IL-8 or fMLP resulted in rapid margination
of neutrophils (62 and 68%, respectively), which lasted
throughout the infusion period (30 min). Co-administration of
SB 225002 (Fig. 5, A and B) inhibited, in a dose-dependent
manner, IL-8-, but not fMLP-, mediated PMN sequestration
(Fig. 50).

The in vitro and in vivo findings presented provide evidence
that inhibition of CXCR2 is sufficient to prevent neutrophil
margination and chemotaxis mediated by IL-8 and suggests
that CXCR1 does not play a major role in neutrophil migration.
The functional role of CXCR1 is not clear; however, a recent
report, using modified antagonist forms of IL-8 and human
neutrophils, demonstrated the importance of CXCR1 in IL-8-
mediated superoxide generation and release of granular en-
zymes (33). This is consistent with the previous suggestion that
CXCR1 on human neutrophils may require higher concentra-
tions of IL-8 for chemotaxis and, therefore, may be involved in
neutrophil activities closer to the site of injury and not in the
early attachment and extravasation events (10). This hypoth-
esis agrees with the finding in rodents, which appear to possess
only the CXCR2 homologue, yet retain the ability to localize
neutrophils to sites of inflammation (17).

The present study represents the first reported discovery of
a potent and selective non-peptide antagonist of a chemokine
receptor and the first low molecular weight inhibitor of a large
(72 amino acid) agonist 7-TMR interaction. A number of small
molecule antagonists have been reported for small peptide
receptors, e.g. tachykinin (34), angiotensin (35), and endothelin
(36), but to our knowledge the only antagonist reported for a
large peptide receptor was a micromolar antagonist of the C5a
receptor (37). As chemokine receptors are part of the 7-TMR
family, which have traditionally been productive targets for
drug discovery, it is anticipated that small molecule receptor
antagonists may have potential as novel therapeutics. The
availability of potent and selective non-peptide antagonists,
such as SB 225002, will help define the apparent overlap in
activities of the chemokines and their receptors and elucidate
their relative importance. In particular, SB 225002 will be an
important tool compound to assess the role of IL-8 and CXCR2
in neutrophil recruitment, a process that is thought to be
important in several inflammatory diseases, including adult
respiratory distress syndrome, chronic bronchitis, and asthma
(38—41).
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This study evaluated the antinociceptive effects of the selective and non-peptide CXCR2 antagonist
SB225002 in mouse models of pain. As assessed in different tests of spontaneous nociception, intraperi-
toneal (i.p.) administration of SB225002 caused consistent and dose-related reduction of acetic acid-
induced abdominal constrictions, whereas it did not significantly affect the nociception evoked by forma-
lin, capsaicin, glutamate or phorbol ester acetate (PMA). Systemic treatment with SB225002 strikingly
reduced the spontaneous nociception induced by 8-bromo-cAMP (8-Br-cAMP), or mechanical hypernoci-

Key ‘fvords." ception induced by prostaglandin E, (PGE,), epinephrine, or the keratinocyte-derived chemokine (KC). In
Nociception . . . .

SB225002 the carrageenan model, SB225002 markedly reduced mechanical hypernociception when administered
CXCR2 by i.p., intrathecal (i.t.) or intracerebroventricular (i.c.v.) routes, or even when co-administered with car-

Competitive antagonists rageenan into the mouse paw, indicating peripheral and central sites of action for SB225002. In addition,
Mice i.p. treatment with SB225002 significantly attenuated the increase in MPO activity or the elevation of IL-
1B, TNFa or KC levels following carrageenan injection. In the persistent models of pain evoked by com-
plete Freund’s adjuvant (CFA) or by the partial ligation of the sciatic nerve (PLSN), the repeated admin-
istration of SB225002 displayed prominent and long-lasting antinociceptive effects. Notably, SB225002
did not evoke unspecific central effects, as evaluated in the open-field and rota-rod tests, or even in
the latency responses for thermal stimuli. Our data confirm the previous notion on the critical role
exerted by chemokines in pain, indicating that selective CXCR2 antagonists, such as SB225002, might
well represent interesting and innovative alternatives for the management of both acute and chronic
pain.
© 2009 European Federation of Chapters of the International Association for the Study of Pain. Published
by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Inflammation is the most common cause of clinical pain result-
ing from tissue injury. It is well known that several biological
mediators, such as neurotrophic factors, neuropeptides, prosta-
noids and kinins, are all able to conduct and amplify the nocicep-
tive responses (Coutaux et al., 2005). In addition, it is broadly
accepted that cytokines, produced by either immune or central
nervous system cells, might directly sensitize the peripheral noci-
ceptors (Obreja et al., 2002). Chemokines are a group of small cyto-
kines (8-10 kDa) which regulate the recruitment and migration of
leucocytes from the blood stream to the inflamed tissue by inter-
acting with G protein-coupled receptors (Baggiolini, 2001). They
are classified in different families according to the number and
localization of amino terminal cysteine residues. For instance, in

* Corresponding author. Tel.: +55 48 331 9491; fax: +55 48 232 9139.
E-mail addresses: calixto@farmaco.ufsc.br, calixto3@terra.com.br (J.B. Calixto).

the CXC chemokine family, the cysteine residues are separated
by any amino acid residue (Charo and Ransohoff, 2006). Of high
interest, the last decade of research revealed that chemokines are
probably implicated in several pathophysiological events, includ-
ing the processing of both acute and chronic pain (Charo and
Ransohoff, 2006; White et al., 2007).

Some members of the CXC chemokine family display a gluta-
mate-leucine-arginine (ELR") domain in the amino terminal por-
tion of the molecule and are known especially for their ability to
attract neutrophils to the sites of inflammation. The best known
components of this subfamily are represented by CXCL8 (interleu-
kin-8, IL-8), CXCL1 (keratinocyte-derived chemokine, KC; GROw),
CXCL2 (GROB) and CXCL5 (ENA-78) (Bizzarri et al., 2006; Charo
and Ransohoff, 2006), which display their effects by interaction
with CXCR1 and CXCR2 receptors. Relevantly, compelling evidence
demonstrates that CXCL8 (IL-8) induces marked nociceptive
alterations in several animal models (Endo et al., 1994; Ahn
et al., 2005; Verri et al., 2006).

1090-3801/$36.00 © 2009 European Federation of Chapters of the International Association for the Study of Pain. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.ejpain.2009.01.007

... Eur ] Pain (2009), doi:10.1016/j.ejpain.2009.01.007

Please cite this article in press as: Manjavachi MN et al. The effects of the selective and non-peptide CXCR2 receptor antagonist SB225002



mailto:calixto@farmaco.ufsc.br
mailto:calixto3@terra.com.br
http://www.sciencedirect.com/science/journal/10903801
http://www.EuropeanJournalPain.com

2 M.N. Manjavachi et al./European Journal of Pain xxx (2009) xxX-Xxx

The compound SB225002 (N-(2-hydroxy-4-nitrophenyl)-N'-(2-
bromophenyl) urea) was identified in 1998 as the first non-pep-
tide, selective and competitive CXCR2 receptor antagonist, and it
was later reported that this compound is able to inhibit IL-8 bind-
ing to the CXCR2 receptor in a nanomolar range (White et al.,
1998). Further studies confirmed the selectivity of SB225002 for
the CXCR2 receptor and demonstrated striking effects for this
antagonist in certain models of neutrophil migration (Rosenkilde
and Schwartz, 2004; Bizzarri et al. 2006). As neutrophils are impli-
cated in a series of pathological alterations, a potential therapeutic
application for CXCR2 antagonists, including SB225002, is forth-
rightly expected (Reutershan et al., 2006; Chapman et al., 2007).
In fact, a recent publication (Barsante et al., 2008) revealed that
DF 2162, a non-competitive allosteric inhibitor of CXCR1 and
CXCR2, significantly ameliorated adjuvant-induced arthritis in rats.
The present study was designed to further evaluate whether the
selective blocking of CXCR2 receptors might be useful in the con-
trol of painful alterations by assessing the effects of treatment with
SB225002 in different models of acute and long-lasting nociception
in mice. Taken in concert with the literature data, the present work
brings new evidence on the therapeutic potential of CXCR2 antag-
onists for the treatment of painful states.

2. Material and methods
2.1. Animals

Male Swiss mice (20-28 g) obtained from the Department of
Pharmacology, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, Flor-
ianépolis, Brazil), were used in this study. Animals were housed
under conditions of optimum light, temperature and humidity
(12 h light-dark cycle, 22 * 2 °C, 60-80% humidity), with food and
water provided ad libitum. All procedures used in the present study
followed the “Principles of Laboratory Animal Care” from NIH pub-
lication Nos. 85-23 and were approved by the Animal Ethics Com-
mittee of the Universidade Federal de Santa Catarina. (protocol
numbers 262/CEUA and 23080.035334/2003-16/UFSC). The num-
ber of animals and the intensity of noxious stimuli used were the
minimum necessary to demonstrate the consistent effects.

2.2. Acute nociceptive behavior

2.2.1. Acetic acid-induced abdominal constrictions

Abdominal constrictions induced by the intraperitoneal (i.p.)
injection of acetic acid (0.6%) were accomplished according to
the procedures described previously (Vaz et al., 1996). Animals
were treated with different doses of SB225002 (0.1-1 mg/kg, i.p.)
or vehicle (10 ml/kg, 1% Tween 80 in 0.9% NaCl solution), 30 min
prior to the injection of acetic acid. The animals were observed
individually and the number of abdominal constrictions was
cumulatively counted over a period of 20 min after acetic acid
injection, and considered as indicative of nociception. Dipyrone
(60 mg/kg, i.p., 30 min) was used as a positive control drug.

2.3. Formalin-induced nociception

The procedure used was similar to that described previously
(Mendes et al., 2000). Animals were treated with SB225002 (1 or
3 mg/kg, i.p.) or with vehicle (10 ml/kg, 1% Tween 80 in 0.9% NacCl
solution), 30 min before formalin injection. Subsequently, mice re-
ceived a 20-pl intraplantar (i.pl.) injection of 2.5% formalin solution
into the right hindpaw. The animals were placed immediately in a
glass cylinder (20 cm in diameter), and the time spent licking the
injected paw over a period of 30 min was considered as indicative
of nociception.

2.4. Overt nociception models

The effects of SB225002 were further evaluated in other mouse
models of spontaneous nociception. For that purpose, animals
were pre-treated with SB225002 (1 or 3 mg/kg, i.p.) or vehicle
(10 ml/kg, 1% Tween 80 in 0.9% NaCl solution), 30 min before the
algogen injection. Mice received a 20-pl i.pl. injection of one of
the following agents: capsaicin (5.2 nmol/paw; Sakurada et al.,
1992), glutamate (30 pwmol/paw; Beirith et al., 2002), phorbol myr-
istate acetate (PMA) (30 ng/paw; Taniguchi et al., 1997), or 8-Br-
cAMP (10 nmol/paw; Otuki et al., 2005), into the right hindpaw.
The animals were observed individually in transparent glass cylin-
ders (20 cm in diameter) during a period of 5 min after capsaicin,
15 min after glutamate, 45 min after PMA, or 10 min after 8-Br-
cAMP. The amount of time spent licking the injected paw was reg-
istered with a chronometer and considered as indicative of
nociception.

2.5. Mechanical hypernociception induced by KC, PGE, or epinephrine

To evaluate mechanical hypernociception, mice were treated
with SB225002 (1 mg/kg, i.p.) or vehicle (10 ml/kg, 1% Tween 80
in 0.9% NaCl solution), 30 min before the i.pl. injection of KC
(10 ng/paw, Cunha et al, 2005), prostaglandin E, (PGE,)
(0.1 nmol/paw, Kassuya et al., 2007) or epinephrine (100 ng/paw,
Khasar et al., 2005). The mechanical hypernociception was mea-
sured with Von Frey filaments (VFH), as described below, at differ-
ent time-points after the i.pl. injection of the algogenic mediators.

2.6. Mechanical hypernociception induced by carrageenan

For the induction of inflammatory pain, mice received an i.pl.
injection of 50 pl of carrageenan (300 pg/paw) under the surface
of the right hindpaw (Quintdo et al., 2005). To assess the systemic
effect of drug treatment, mice received SB225002 (0.1-3 mg/kg,
i.p.) or vehicle (10 ml/kg, 1% Tween 80 in 0.9% NaCl solution),
30 min before carrageenan injection. In order to evaluate the pos-
sible site of action of SB225002 (central or peripheral), a separate
group of animals received an i.pl. injection of SB225002 (35-
106 pg/paw), co-administered with carrageenan (300 pg/paw).
Additional groups of animals received an intrathecal (i.t.) or intra-
cerebroventricular (i.c.v.) injection of 5 pl of SB225002 (3.5-35 pg/
site), 10 min before the application of carrageenan. The i.t injec-
tions were performed according to the method described by Hyl-
den and Wilcox (1980) with some modifications. For the i.t.
injections, the animals were conscious to avoid possible anesthetic
interference. The needle connected to a microsyringe by a polyeth-
ylene tube was introduced through the skin, and a volume of 5 pl
of vehicle solution (control) or SB225002 was injected into the L5-
L6 vertebral space. For i.c.v. injections, the animals were lightly
anesthetized with isoflurane and 5 pl of SB225002 solution was in-
jected directly into the lateral ventricle (coordinates from bregma:
1 mm lateral; 1 mm rostral; 3 mm vertical) as described previously
by Laursen and Belknap (1986). The mechanical hypernociception
of all groups was assessed by means of VFH, for up to 24 h after
carrageenan administration, as described below.

2.7. Mechanical hypernociception induced by complete Freund
adjuvant (CFA)

To produce a persistent inflammatory response, mice received a
20-pl i.pl. injection of CFA (1 mg/ml heat-killed and dried Mycobac-
terium tuberculosis; each ml of vehicle contained 0.85 ml paraffin
oil plus 0.15 ml mannide monooleate) into the right hindpaw
(Quintdo et al., 2005). To observe the effects of repeated treatment,
SB225002 (1 mg/kg) was administered orally twice a day
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(12 x 12 h) for a period of 7 days. The evaluation of the mechanical
hypernociception was assessed every day using VFH, 6 h after the
first daily administration. Control animals received the vehicle
(10 ml/kg, 1% Tween 80 in 0.9% NaCl solution), under the same
schedule of treatment adopted for SB225002.

2.8. Surgical procedures of partial ligation of sciatic nerve (PLSN)

To evaluate neuropathic pain-like behaviour, the procedure
used was similar to that described by Quintdo et al. (2005). Mice
were anesthetized with 7% chloral hydrate (8 ml/kg; i.p.). PLSN
was performed by tying 1/3-1/2 of the dorsal portion of the sciatic
nerve with an 8.0 silk suture (Ethicon, Edinburgh). In sham-oper-
ated control group, the sciatic nerve was exposed without ligation.
Following a period of recovery (4 days after the surgical proce-
dures), animals submitted to PLSN were treated systemically with
SB225002 (1 mg/kg, i.p.) or vehicle (10 ml/kg, Tween 80 plus 0.9%
NaCl solution), twice a day (12 x 12 h) for a period of 5 days after
the surgery, and then evaluated with VFH for up to 6 h after the
treatment.

2.9. Hindpaw withdrawal response induced by von Frey hairs

For the evaluation of mechanical allodynia, mice were placed
individually in clear Plexiglas boxes (9 x 7 x 11 cm) on elevated
wire mesh platforms to allow access to the ventral surface of the
right hindpaw. The withdrawal response frequency was measured
following 10 applications (duration of 1 s each) of von Frey hairs
(VFH, Stoelting, Chicago, IL, USA). Stimuli were delivered from be-
low, to the plantar surface of the right hindpaw. The animals were
acclimatized for 30 min before behavioural testing and the
mechanical hypernociception was evaluated at several time-
points. The VFH of 0.6 g produces a mean withdrawal frequency
of about 15%, which is considered to be an adequate value for
the measurement of mechanical hypernociception (Quintio et al.,
2005). Therefore, 0.6 g VFH was used throughout this study. In or-
der to determine the basal mechanical thresholds, all the groups
were evaluated before the test or surgical procedures.

2.10. Biochemical assays

2.10.1. Myeloperoxidase (MPO) activity

Neutrophil recruitment to the mouse paw was assessed indi-
rectly by means of tissue myeloperoxidase (MPO) activity, accord-
ing to the method described beforehand (Cunha et al., 2005). For
this purpose, animals were treated with SB225002 (0.1-3 mg/kg,
i.p.) and 30 min after, they received a 50-pl i.pl. injection of carra-
geenan (300 pg/paw) into the right paw. Saline-injected paws
were used as control. Animals were sacrificed 6 h after the applica-
tion of carrageenan. The subcutaneous tissue of the paws was re-
moved, homogenized at 5% (w/v) in EDTA/NaCl buffer (pH 4.7)
and centrifuged at 10,000 rpm for 15 min at 4 °C. The pellet was
resuspended in 0.5% hexadecyltrimethyl ammonium bromide buf-
fer (pH 5.4), and the samples were frozen and thawed three times
in liquid nitrogen. Upon thawing, the samples were recentrifuged
(10,000 rpm, 15 min, 4 °C), and 25 pl of the supernatant was used
for the MPO assay. The enzymatic reaction was assessed with
1.6 mM tetramethylbenzidine, 80 mM NaPOQ,4, and 0.3 mM hydro-
gen peroxide. The absorbance was measured at 650 nm, and the re-
sults are expressed as OD per milligram of tissue.

2.11. Determination of IL-1p, TNFo or KC levels in the mouse paw
Tissue levels of the proinflammatory cytokines IL-18, TNFa or

KC were measured according to the protocol described by Cunha
et al. (2005). The animals were treated with SB225002 (0.1-

3 mg/kg, i.p.), and after 30 min they received a 50-pl i.pl. injection
of carrageenan (300 pg/paw) into the right paw. The mice were
sacrificed 6 h after the injection of carrageenan. Saline-injected
paws were used as control. Tissues were placed in PBS (PBS; pH
7.4; NaCl 137mM, KCl 2.7 mM, Na,HPO, 8.1 mM, KH,PO,
1.5 mM) containing NaCl 0.4 M, PMSF 0.1 M, EDTA 10 mM, 0.05%
of Tween 20, 0.5% of BSA and 2 mg/ml of aprotinin, homogenized,
centrifuged at 3000g for 10 min and stored at —70 °C until further
analysis. Cytokine levels were evaluated using an ELISA kit accord-
ing to the manufacturer’s recommendations (R&D Systems).

2.12. Measurement of non-specific effects

To exclude possible non-specific effects of SB225002 on motor
coordination, locomotor activity, or the response latencies, mice
were tested on the rota-rod, open-field and hot-plate paradigms,
respectively (Quintdo et al.,, 2005). Different groups of animals
were pre-treated with SB225002 (1 and 3 mg/kg i.p.) or vehicle
(10 ml/kg, i.p.) and they were submitted to all tests.

2.13. Drugs and reagents

N-(2-hydroxy-4-nitrophenyl)-N9-(2-bromophenyl) Urea (SB22
5002) was synthesized as described before (White et al., 1998).
SB225002 was identified by comparing the 'H NMR data with
those published beforehand (Yield 70%, m.p.=193-194°C. 'H
NMR (400 MHz) (ppm) (DMSO-dg) 11.05 (br. s, 1H), 9.48 (s, 1H),
9.12 (s, 1H), 8.36 (d, 1H), 7.93 (d, 1H), 7.75 (dd, 1H), 7.69 (s, 1H),
7.63 (d, 1H), 7.36 (t, 1H), 7.03 (t, 1H); IR (cm™') 3364, 3212,
1692, 1588, 1536, 1507, 1430, 1306, 1267, 1212, 1086, 746, 649.
LC-MS-ESI (m/z) 350 (M-H)~. SB225002 was dissolved in 1% Tween
80 in 0.9% NaCl solution. Formalin and acetic acid were from Merck
(Darmstadt, Germany); capsaicin was from Calbiochem (San Diego,
CA); glutamate, 8-Br-cAMP, PGE,, carrageenan, PMA, epinephrine,
dipyrone, Tween 80, EDTA, aprotinin, phosphate-buffered saline
and CFA were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mis-
souri, USA). Mouse KC, KC, IL-1beta and TNF-o0 DuoSet kits were
obtained from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).

2.14. Statistical analysis

The results are presented as the mean + S.E.M. of 5-7 animals,
except for the IDsq values (i.e. the dose of SB225002 that reduced
the nociceptive responses by 50% relative to control values), which
are presented as the means accompanied by their respective 95%
confidence limits. The IDsq values were determined by the use of
the least squares method. The percentages of inhibition are re-
ported as the mean + S.E.M. of inhibitions obtained for each indi-
vidual experiment. Statistical comparison of the data was
performed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Bonferroni’s post-test or one-way ANOVA followed by Newman-
Keuls’ test. P-values less than 0.05 (P < 0.05 or less) were consid-
ered significant.

3. Results

The results obtained with SB225002 in different models of
spontaneous nociception are presented in Table 1. SB225002
(0.1-1 mg/kg, i.p.) caused a significant and dose-related reduction
of acetic acid-evoked abdominal constrictions. The percentage of
inhibition observed at the dose of 1 mg/kg was 94 * 3%, with an
estimated mean IDsq value (accompanied by the 95% confidence
limit) of 0.3 (0.13-0.63) mg/kg. However, SB225002 (1-3 mg/kg,
i.p.) was not able to significantly affect either the neurogenic (0-
5 min) or the inflammatory (15-30 min) phases of the formalin
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Table 1
Effect of SB225002 in several mouse models of nociception.
Model Control Treatment (mg/kg, i.p., 30 min prior)
SB 225002 Dipyrone®
0.3 1 3 60
Writhing test® 48 +5 15+6 3+2 - 12+45s
Formalin 1st phase 76+3s - 90+8s 76+5s -
Formalin 2nd phase 291+30s - 234+27s 240+18s -
Capsaicin 44+3s - 43+3s - -
Glutamate 170+ 13s - 118+20s 151+£16s 50+10s
PMA 114+8s - 134+8s 116+5s -
8-Br-cAMP 34+3s - 28+2s 24425 -

All the data represents the mean + S.E.M. of 5 to 7 animals. Significanlty differ from control values ‘p < 0.05.

2 Dipyrone was used as a positive control drug.
b This data is presented as the number of writhes.

test. The same pretreatment with SB225002 (1-3 mg/kg, i.p.),
dosed 30 min before the induction of nociception by capsaicin, glu-
tamate or PMA, also did not significantly alter the spontaneous
nociception evoked by these algogenic agents (Table 1). Con-
versely, the systemic administration of SB225002 (3 mg/kg, i.p.)
produced a marked decrease of the nociception induced by 8-Br-
CcAMP (32 + 7%, Table 1).

As illustrated in Fig. 1, the i.pl. injection of PGE; (0.1 nmol/paw),
epinephrine (100 ng/paw) or KC (10 ng/paw) into the mouse hind-
paw produced prominent mechanical hypernociceptive effects that
lasted for up to 24 h, as indicated by a marked increase from base-
line values in response to 0.6 g VFH stimulation. The CXCR2 recep-

—=— PGE2 ( 0.1 nmol/paw)
—0— SB225002 (1 mg/kg, i.p.)

) >
3

Response frequency (%
g

tor antagonist SB225002 (1 mg/kg, i.p., 30 min) was found to be
effective in significantly preventing the mechanical hypernocicep-
tion caused by either PGE, (Fig. 1A) or epinephrine (Fig. 1B). The
percentages of reduction were 41 2% and 55 + 1%, respectively.
The treatment with SB225002 (1 mg/kg, i.p., 30 min prior) also pro-
duced a significant reduction of the mechanical hypernocicepion
evoked by KC, with an inhibition of 49 *+ 3% (Fig. 1C).

The i.pl. injection of carrageenan (300 pg/paw) induced a
marked mechanical hypernociception, with a duration of 6 h, as
shown by a large increase from baseline values in response to
0.6 g VFH stimulation (Fig. 2). The systemic administration of
SB225002 (0.1 to 3 mg/kg, i.p.) produced a significant and dose-

—s— Epinephrine (100 ng/paw)
—o— + SB225002 (1 mg/kg, i.p.)

w

100+

Response frequency (%)

c L] T L) ; : 1 c LI} L] L] L] L) 1
B 1 2 4 6 24 B 05 1 2 4 6
Time (h) Time (min)
C 100q —=—KC (10 nglpata)

Response frequency (%)

—o— SB225002 (1 mglkg, i.p.)

Time (h)

Fig. 1. Response frequency of the right hindpaw assessed in control group and in mice treated systemically with SB225002 (1 mg/kg, 30 min before) at different intervals
following i.pl. injection of (A) PGE, (0.1 nmol/paw), (B) epinephrine (100 ng/paw), or (C) KC (10 ng/paw). Significantly different from control values Ap <0.05, "p <0.01. Basal

threshold (B), (two-way ANOVA followed by Bonfferroni’s post-hoc test).
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dependent reduction of the mechanical hypernociceptive response
induced by carrageenan, with a maximal inhibition of 52 + 3% at
the dose of 1 mg/kg, and an estimated mean IDsy value of 1.19
(0.58-2.42) mg/kg (Fig. 2A and B).

In an attempt to verify the peripheral or central sites of action of
SB225002, this compound was dosed by different routes of admin-
istration and tested in the carrageenan model of pain. Fig. 2C dem-
onstrates that i.pl. co-injection of SB225002 (35-106 pg/paw)
markedly reduced the mechanical hypernociception induced by
carrageenan (300 pg/paw). The observed inhibition obtained at
the dose of 106 pg/paw was 46 + 1%. Moreover, the administration
of SB225002, by either i.t. or i.c.v. pathways (3.5-35 pg/site), was
capable of reducing the mechanical hypernociception induced by
carrageenan, with inhibitions of 55 + 2% and 41 + 1%, both at the
doses of 10.6 pg/site (Fig. 2D and E).

We next investigated whether the systemic treatment with
SB225002 (1 mg/kg), administered for 7 days, twice a day by i.p.
route, was able to prevent the persistent mechanical hypernoci-
ception following CFA application (20 pl/paw). The repeated
administration of SB225002 significantly reduced the mechanical
hypernociception induced by CFA injection for up to 5 days after

—&— Carrageenan (300 pg/paw)
—O— SB225002 (0.1 mg/kg, i.p.)
—e— SB225002 (0.3 mg/kg, i.p.)
—0—SB225002 (1 mg/kg, i.p.)
—a— SB225002 (3 mg/kg, i.p.)

>

100+

Response frequency (%)

the treatment with an inhibition of 76 + 9%, (Fig. 3A). Interestingly,
the prolonged treatment with SB225002 (1 mg/kg), dosed twice a
day by i.p. route, was also found to be markedly effective in revert-
ing the mechanical allodynia induced by PLSN, for up to 4 days
after the treatment. The percentages of reduction were 60 * 2%,
2 h after the first dose of SB225002, and 35 + 3% on the 3rd day
of repeated treatment (Fig. 3B).

The results in Fig. 4A indicate that the increase of MPO activity
induced by the i.pl. injection of carrageenan (300 p.g/paw) was sig-
nificantly inhibited by the treatment with SB225002 (0.3 and
1 mg/kg, i.p., 30 min prior), when compared to the control group
(39+2% and 46 + 3%, respectively). The i.pl. injection of carra-
geenan (300 pg/paw) significantly increased the levels of KC, IL-
1B and TNF-«a (Fig. 4B-D) in the mouse paw tissue. Systemic treat-
ment with SB225002 (0.1-3 mg/kg, i.p.) markedly and dose-depen-
dently reduced the enhancement of KC levels, with a maximal
inhibition of 90 + 5%, at the dose of 1 mg/kg, i.p. (Fig. 4B). The same
treatment with SB225002 (0.1-3 mg/kg, i.p.) significantly reduced
the production of IL-1f (Fig. 4C) and TNFa (Fig. 4D), in a dose-
dependent manner. The observed inhibitions at the dose of 3 mg/
kg were 25 + 1% and 58 + 3%, for IL-1B and TNFa, respectively.

B
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Fig. 2. Effect of SB225002 administered by (A) i.p. (0.1-3 mg/kg, 30 min prior), (C) i.pl. (35-106 pg/paw, co-administrated), (D) i.t. (1-35 pg/site, 10 min prior) or (E) i.c.v.
(3.5-35 pgfsite, 10 min prior) routes on mechanical hypernociception induced by i.pl. injection of carrageenan (300 pig/paw) in mice. Panel B represents areas under the
curves of panel A. Significantly different from control values ‘p < 0.05, "p < 0.01, (two-way ANOVA followed by Bonfferroni's post-hoc test).
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Fig. 3. (A) Response frequency of the right hindpaws injected with complete
Freud’s adjuvant (CFA - 20 pl/paw) in control group and in mice treated with
SB225002 (1 mg/kg, i.p., administered twice a day) at different time intervals after
the treatment with these drugs. (B) Response frequency of the right hindpaw in
sham-operated and operated (PLSN) mice treated with saline (10 ml/kg) or
SB225002 (1 mg/kg, i.p., administered twice a day) at different intervals of time
after the treatment. Significantly different from control values p < 0.05, “p < 0.01,
(two-way ANOVA followed by Bonfferroni’s post-hoc test).

The administration of SB225002 (1-3 mg/kg, i.p.), given 30 min
before, did not significantly affect the locomotor activity of the ani-
mals in the open-field test (Table 2). Moreover, SB225002 (1-3 mg/
kg, i.p., 30 min) did not significantly change the motor coordina-
tion of the animals in the rotarod test or the latency responses
for thermal stimuli, in comparison to the control group (Table 2).

4. Discussion

This study evaluated the effects of the non-peptide, competitive
and selective CXCR2 antagonist SB225002 in different models of
nociception in mice. SB225002 significantly diminished nocicep-
tion in either acute or chronic models, corroborating the notion
that chemokine receptors display a crucial role in pain.

SB225002 produced a dose-related and marked reduction of
acetic acid-induced writhes. Ribeiro et al. (2000) previously dem-
onstrated that acetic acid-evoked writhes are dependent on TNFa,
IL-1B and IL-8 generation, from resident peritoneal macrophages
and mast cells. Additionally, Duarte et al. (1988) evidenced the

chemokine involvement in the sympathetic component of this
model. Present data extend previous evidence on the relevance of
chemokines, and demonstrate for the first time the role of CXCR2
in the acetic acid test.

The formalin model presents a clear biphasic profile, with two
distinct components: neurogenic and inflammatory. Chichorro
et al. (2004) demonstrated that orofacial nociception caused by
formalin in rats can either be increased by IL-8, or even reduced
by anti-IL-8. Surprisingly, mouse treatment with SB225002 did
not affect either of the phases of formalin test. Some distinctions
between our study and that conducted by Chichorro et al. (2004),
such as the use of different animal species and the anatomical site,
might explain this discrepancy. SB225002 also failed to signifi-
cantly affect capsaicin- or glutamate-elicited nociception. Similar
to the formalin model, nociceptive responses induced by capsaicin
or glutamate represent useful tools for investigating the involve-
ment of neurogenic pathways (Sakurada et al, 1992; Beirith
et al., 2002). Therefore, the antinociceptive effects of SB225002
do not seem to be related to an interference with neuropeptide re-
lease from sensory peripheral fibres.

PKC activation is an important step for the nociception caused
by numerous stimuli (Ji and Woolf, 2001; Ferreira et al., 2005).
The upregulation and activation of PKCy and PKCB in the spinal
cord appear to exert a key role in chronic pain (Ji and Woolf,
2001). Furthermore, the stimulation of peripheral PKCe is probably
involved in the acute nociception evoked by epinephrine or TNFa,
and in chronic models of pain (Dina et al., 2001; Parada et al.,
2003). SB225002 failed to affect the spontaneous nociception
caused by the PKC activator PMA; thus, we might discard a possible
direct effect of SB225002 on PKC stimulation. In fact, PKCe activa-
tion does not seem to represent a signalling pathway related to
CXCR2 (Nasser et al., 2005).

The administration of SB225002 was capable of inhibiting the
licking induced by the PKA activator 8-Br-cAMP, what suggests
that CXCR2 activation during pain processing is related to the
PKA pathway. This premise is supported by the results demonstrat-
ing that SB225002 markedly reduces the mechanical hypernoci-
ception induced by PGE, or epinephrine. Both mediators activate
second messenger pathways involving cAMP and PKA, which con-
sequently reduce the nociceptor threshold and increase neuronal
membrane excitability (Samad et al., 2002). Thus, blocking CXCR2
by SB225002 might result in the inhibition of PKA-cAMP pathways,
contributing to its antinociceptive actions.

It has been demonstrated that i.pl. injection of the CXC chemo-
kine KC results in a dose- and time-dependent mechanical hypern-
ociception in mice, and this hypernociceptive response is reduced
by indomethacin (a non-selective COX inhibitor) or guanethidine
(a sympathomimetic neuron-blocking agent) (Cunha et al., 2005).
Our data revealed that mechanical hypernociception induced by
KC is greatly reduced by SB225002. In this regard, we might sug-
gest that prostanoids and sympathomimetic amines are implicated
in the sensorial sensitization mediated by CXCR2 receptor activa-
tion, in a mechanism involving the activation of PKA.

Cunha and co-workers (2008) demonstrated that systemic
treatment with DF 2162, a non-competitive allosteric inhibitor of
CXCR1/CXCR2 receptors, greatly prevented the hypernociception
induced by KC, carrageenan, LPS or zymosan in mice. The treat-
ment of mice with SB225002 produced anti-hypernociceptive ef-
fects, for up to 4h, in the carrageenan acute model of pain.
Interestingly, i.t. administration of SB225002 markedly inhibited
carrageenan-induced mechanical hypernociception (for up to
6 h). Also, the hypernociception caused by carrageenan was signif-
icantly reduced when SB225002 was dosed by either i.pl. or i.c.v.
routes. Hence, SB225002 probably controls inflammatory pain, by
interfering with both peripheral and central nociceptive pathways,
although we might not affirm the potential of SB225002 in crossing
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Fig. 4. Effects of SB225002 (0.1-3 mg/kg, i.p.) on the increase of: (A) MPO, (B) IL-1B, (C) TNFa, or (D) KC production induced by i.pl. injection of carrageenan (300 pig/paw) into
the mice hindpaw. Significantly different from saline group values *#p <0.001, and significantly different from control values ‘p <0.05, “p <0.01, (ANOVA followed by

Newmann-Keuls post-hoc test).

the blood-brain-barrier (BBB). Considering that i.pl. injection of
carrageenan is followed by an inflammatory response, accompa-
nied by cell migration and release of inflammatory mediators (such
as bradykinin and substance P), it is feasible to believe that the BBB
has its function altered. It is generally accepted that neutrophils,
through the release of cytotoxic enzymes and reactive oxygen spe-
cies (ROS), contribute to the BBB disruption with consequent exac-
erbation of inflammatory conditions (Koennecke et al., 1999). Of
high interest, Mitchell et al. (2008) recently demonstrated that
peripheral inflammation elicited by carrageenan injection into
the rat paw results in increased MPO activity in the spinal cord,

Table 2
Analysis of possible adverse effects induced by SB225002 in mice.

Test Control SB 225002 (mg/kg, i.p.)

1 3
Rota-rod 54t4s 58+1s 55+3s
Open-field? 68+7 68 £6 7310
Hot plate 4+1s 3+1s 4+1s

2 This data is expressed as the number of crossed squares. All the data represents
the mean + S.E.M. of 5-7 animals.

which carry on the expression of some relevant partners of the
inflammatory process.

Cunha et al. (2005) have suggested that release of primary
mediators responsible for carrageenan-induced mechanical
hypernociception is preceded by cytokine production. Likewise,
neutrophil migration appears to represent a pivotal step in the
events leading to carrageenan-evoked mechanical hypernocicep-
tion (Cunha et al., 2008). Relevantly, the systemic treatment with
SB225002 significantly prevented the neutrophil migration and
production of TNFo, IL-1B and KC induced by carrageenan. Aug-
mented KC levels can lead to an increased production of other
cytokines and inflammatory mediators, including KC itself; this
might explain the effects of SB225002 in the production of KC in
the mouse paw. The effects of SB225002 on neutrophil influx to
the mouse paw might also have consequences in the generation
of inflammatory mediators at distant sites (peripheral or central),
contributing to the resultant antinociception.

Lpl. injection of CFA produces an inflammatory response that
develops within a few hours, an effect that is associated with a
striking modification in the activity of superficial (I and II) and
deep (V and VI) laminal dorsal horn neurons receiving noxious in-
puts (Chan et al., 2000). The present results show that therapeutic
treatment with SB225002 produces a prominent inhibition of the
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mechanical hypernociception induced by CFA, for up to 5 days.
Supporting our findings, a recent report has shown that allosteric
inhibition of CXCR1/CXCR2 receptors by DF 2162 significantly pre-
vents CFA-induced arthritis in rats (Barsante et al., 2008).

Notably, the repeated treatment with SB225002, at a low dose
such as 1 mg/kg, markedly reduced the neuropathic pain-like
behaviour induced by PLSN. Chemokines have been implicated in
the pathophysiology of neuropathic pain, by mechanisms involving
changed expression of chemokine receptors, the modulation of
neuronal electrical activity, and interference with other neuro-
transmitters (White et al., 2007). Recent evidence has demon-
strated the effectiveness of CCR2 and CXCR4 selective antagonists
in reducing hypernociception in animal models of neuropathy
(Bhangoo et al., 2007; White et al., 2007). However, to our knowl-
edge, this is the first study showing the ability of a selective CXCR2
antagonist to prevent the long-lasting hypernociceptive alterations
induced by PLSN. Certainly, the use of CXCR2 knockout mice could
be a valuable instrument to extend the experimental evidence ob-
tained with SB225002. In the PLSN model, the antihypernocicep-
tive effects of SB225002 might be allied to an indirect effect on
the mechanisms of neuronal plasticity observed in neuropathies.
There are compelling pieces of evidence indicating the relevance
of neutrophil migration in pain mechanisms (Cunha et al., 2008;
Saab et al., 2008). In this regard, Shaw et al. (2008) have shown that
activated neutrophils can aggravate neuronal injury and cause
functional changes to peripheral sensory neurons, when co-cul-
tured with DRG cells. These pieces of evidence confirm the notion
that anti-neutrophil strategies, such as CXCR2 antagonists, might
be useful for treating neuropathic pain-like states.

The antihypernociceptive actions of SB225002 do not seem to
be associated with non-specific central actions, as this drug did
not significantly influence the performance of mice on the rota-
rod or the open-field tests, and it did not interfere with the thermal
latency. This is quite favourable to a possible therapeutic applica-
tion of SB225002 for the treatment of long-lasting pain, where
chronic treatment is required.

In this study, we show that SB225002 displayed marked antin-
ociceptive effects in acute and persistent mouse models of pain. It
is well known that either CXCR2 ligands or receptors are expressed
by several cell types, including neutrophils, monocytes, endothelial
and neuronal cells (Charo and Ransohoff, 2006). The chemokines
produced by these cells, in the different experimental models eval-
uated in this work, might well reach sensory nerve endings, caus-
ing nociceptor sensitization. Alternatively, these chemokines
might also induce the stimulation of additional pathways
implicated in pain generation (White and Wilson, 2008), such as
PKA-cAMP activation, or the release of prostanoids and sympat-
homimetic amines. Finally, the induction of inflammation and/or
damage at peripheral sites has been associated to the up-regula-
tion of chemokines and their receptors at the central nervous
(Gosselin et al., 2008). It is reasonable to propose that SB225002
could block the generation of pain, by inhibiting CXCR2 activation
at any of these levels. Taken together, our findings extend the idea
on the pivotal role played by chemokine receptors in painful alter-
ations, and point out selective CXCR2 antagonists as promising
therapeutic choices.
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The selective nonpeptide CXCR2 antagonist SB225002
ameliorates acute experimental colitis in mice

Allisson Freire Bento,” Daniela Ferraz Pereira Leite,* Rafaela Franco Claudino,*
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Abstract: Although neutrophils are strongly impli-
cated in eliminating pathogens, excessive recruit-
ment may cause tissue damage. Therefore, reducing
cell influx during an inflammatory process may be a
potential target for treating inflammatory bowel dis-
eases (IBD). As CXCR2 is involved in neutrophil mi-
gration, this study aimed to evaluate whether the
systemic therapeutic treatment with selective CXCR2
antagonist SB225002 ameliorates experimental co-
litis, which was induced in mice by 2,4,6-trinitroben-
zene sulfonic acid (TNBS). After colitis establishment
(24 h), mice were treated with SB225002. At later
time-points, up to 72 h, mice were monitored for
body weight loss and overall mortality. At the time of
sacrifice, colonic tissues were scored for macro- and
microscopic damage, and cytokine levels, myeloper-
oxidase (MPO) activity, and protein expression were
analyzed. TNBS administration induced macro- and
microscopic damage in colon tissue, leading in most
cases to animal death. Curative treatment with
SB225002 significantly reduced all of the parame-
ters analyzed, leading to an improvement of inflam-
matory signs. SB225002 reduced neutrophil influx,
MPO activity, IL-13, MIP-2, and keratinocyte-de-
rived chemokine (KC) levels and the expression of
vascular endothelial growth factor, inducible NO syn-
thase, and cyclooxygenase-2 proteins into colon tis-
sue. Levels of IL-4 and IL-10 were increased signifi-
cantly in the colons of animals treated with
SB225002. Additionally, curative treatment with
mouse anti-KC significantly reduced MPO activity
and colonic damage. These results taken together
demonstrate that a selective blockade of CXCR2 con-
sistently reduced TNBS-induced colitis, suggesting
that the use of SB225002 is a potential therapeutic
approach for the treatment of IBD and other related
inflammatory disorders. J. Leukoc. Biol. 84:
000-000; 2008.

Key Words: chemokines - neutrophil migration - trinitrobenzene
sulfonic acid-induced colitis - mouse

INTRODUCTION

Inflammatory bowel disease (IBD) is a generic classification for
a group of inflammatory disorders of the gastrointestinal tract

0741-5400/08/0084-0001 © Society for Leukocyte Biology

characterized by mucosal damage with leukocyte infiltration.
The etiology of IBD is complex and is likely to involve an
interaction of environmental, genetic, and immunologic factors
[1]. Ulecerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD) represent
the two main types of IBD. CD is a relapsing, transmural
inflammatory disease of the gastrointestinal mucosa that can
affect the entire gastrointestinal tract from the mouth to the
anus, and UC is a relapsing, nontransmural inflammatory dis-
ease that is generally restricted to the colon [2].

Over the past decade, a substantial amount of evidence has
been generated to support a crucial role of neutrophils in the
pathogenesis of colitis [3, 4]. The infiltration of polymorphonuclear
leukocyte (PMN) into the colonic mucosa is believed to play a key
role in mediating tissue damage and clinical symptoms in human
and experimental colitis [3—5] by releasing harmful inflammatory
mediators, such as cytokines, proteases, and reactive oxygen
species. Therefore, inhibition of neutrophil influx might be an
attractive and relevant, therapeutic strategy to treat IBD [6].

Neutrophils express two CXC chemokine receptors, CXCR1
and CXCR2 [7], which play an important role in the pathogen-
esis of inflammatory responses [8]. In the human system,
IL-8/CXCL8 and granulocyte chemotactic protein-2 (GCP-2)/
CXCL6 can bind and activate CXCR1 and CXCR2, promoting
neutrophil migration, and CXCL1, -2, -3, -5, and -7 are potent
agonists only for CXCR2 [9]. Once CXCL8 is absent in the
mouse, it is assumed that neutrophil migration in this specie is
mediated mainly by keratinocyte-derived chemokine (KC),
MIP-2, LPS-induced CXC chemokine (LIX), and GCP-2 [10].
Disparity between human and rodent systems is implied further
by the affinity of CXCR1 and CXCR2 to chemokines. Fan and
colleagues [11] have demonstrated recently that mouse CXCR1
binds with high affinity to mouse GCP-2 but with low affinity to
mouse MIP-2 and KC. As in the human system, mouse CXCR2
is more promiscuous than CXCRI1, binding to mouse KC,
MIP-2 [12], GCP-2 [11], and LIX [13].

It is now well characterized that activation of CXCR1 and
CXCR2 is able to promote neutrophil degranulation and che-
motaxis at sites of inflammation [8]. Evidence suggests that
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CXCRI is implicated in superoxide production [14], and
CXCR2 seems to be associated with the initiation of this cell
migration [6]. CXCR2 signaling may also act as an angiogenic
factor after KC engagement, contributing in concert with vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) and CXCLI to the
angiogenesis, a phenomenon that is thought to be involved in
the initiation and perpetuation of IBD. Of note, CXCL8, VEGF,
and CXCL1 are found to be increased in CD and UC [15, 16].

Previous studies have reported that selective and competitive
CXCR2 antagonist SB225002 is able to reduce neutrophil recruit-
ment in many pathophysiological states [6, 17]. Likewise, studies
carried out on CXCR2-knockout mice have shown limited muco-
sal damage and reduced inflammatory signs following dextran
sulfate sodium-induced colitis [3]. However, it has been demon-
strated by the use of CXCR2 antibody neutralization that neutro-
phil influx in the rat is eritically dependent on CXCR2 signaling
when assessed in the early phase (8 h) but not in the late phase
(Day 7) after 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced
colitis [18].

In the present study, we have investigated the potential
beneficial effects of a potent and selective nonpeptide CXCR2
antagonist SB225002 in TNBS-induced colitis in mice. We
have found enhanced levels of CXCR2 ligands, namely MIP-2
and KC, in colonic tissues. Moreover, treatment with mouse
anti-KC or with SB225002 was able to ameliorate TNBS-
induced colitis significantly, decreasing inflammatory cell in-
flux and tissue damage. In addition, we have further clarified
other mechanisms involved in SB225002 anti-inflammatory
effects such as decreased VEGF, inducible NO synthase
(iNOS), and cyclooxigenase-2 (COX-2) protein expression.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male BALB/c mice, at 8-10 weeks of age, were obtained from the Univer-
sidade Estadual de Campinas (Campinas, SP, Brazil). Animals were kept in
chambers under a 12-h light/dark cycle with controlled humidity (60—80%)
and temperature (22£1°C). Food and water were available freely. Experiments
were performed during the light phase of the cycle. The Ethics Committee of
the Universidade Federal de Santa Catarina (Florianépolis, SC, Brazil) ap-
proved all experimental protocols used in this study.

Animal treatment

N-(2-Hydroxy-4-nitrophenyl)-N9-(2-bromophenyl) urea (SB225002) was synthe-
sized as described before [6]. To evaluate the potential therapeutic effect of
SB225002 in the experimental colitis, animals received different doses of
SB225002 twice per day (0.1, 0.3, and 1 mg/kg, i.p.), 24 h after the colitis
induction. At 24 h or 72 h following colitis induction, the macroscopic score and
myeloperoxidase (MPO) activity were analyzed. The most effective dose (0.3
mg/Kg) was used for the other experiments, such as cytokine contents, COX-2,
VEGF, and iNOS protein expression. Similar protocol treatments were carried out
using the positive control drug dexamethasone (1 mg/kg, s.c.) and anti-mouse KC
(30 pg /kg, 1.v.). SB225002 was dissolved in 0.9% NaCl solution containing 0.33%

Tween 80 just before use, and control mice were treated with this vehicle.

Induction and assessment of TNBS-induced
colitis

Colitis was induced by intracolonic administration of TNBS, as described
previously [19]. Briefly, 1-day fasted mice were anesthetized slightly with an
1.p. injection of xylazine, 10 mg/kg, and ketamine, 80 mg/kg. TNBS (1.5 mg in
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100 pL 35% ethanol) was administered intrarectally using a polyethylene
PE-50 catheter slowly inserted into the colon 4 ¢m proximal to the anus. The
animals were kept in a head-down, vertical position for 2 min. Control mice
received 100 L sterile 0.9% NaCl solution. Four hours later, the animals were
given free access to food and water. Throughout the experiment, mice were
monitored for body-weight loss and overall mortality. At the time of sacrifice,
the weight of the spleen and colon length and weight were also measured.
Twenty-four hours or 3 days following TNBS administration, mice were
killed, and the colonic tissues were excised longitudinally. They were then
rinsed with saline and scored for macroscopic damage as described previously
[19, 20]. Macroscopic damage was graded according to Table 1. In another set
of experiments, each excised portion of distal colon was fixed immediately in
10% formaldehyde solution. All tissues were embedded in paraffin and sec-
tioned to 5 pwm thickness, mounted on glass slides, and deparaffinized. For
general histology and morphometric analysis, slices were stained using H&E
standard techniques. Samples were analyzed by light microscopy and scored as

described in Table 2 [21].

MPO, eosinophil peroxidase (EPO), and
N-acetylglucosaminidase (NAG) assays

Neutrophil, eosinophil, and macrophage infiltration into the colon was assessed
indirectly by measuring the MPO, EPO, and NAG activities. Colon segments
were homogenized at 5% in EDTA/NaCl buffer (pH 4.7) and centrifuged at
10,000 g for 15 min at 4°C. The pellet was ressuspended in 0.5% hexadecyl
trimethyl ammonium bromide buffer (pH 5.4), and the samples were frozen in
liquid nitrogen and thawed three times. Upon thawing, the samples were
similarly centrifuged, and 25 L of the supernatant was used for the MPO,
EPO, and NAG assays. The MPO enzymatic reaction was assessed by addition
of 1.6 mM tetramethylbenzidine (TMB), 80 mM NaPO,, and 0.3 mM hydrogen
peroxide (H,0,). The EPO enzymatic reaction was assessed by addition of 1.5
mM O-phenylenediamine (OPD), 0.075 mM Tris-HC, and 6.6 mM H,0.,.
Finally, the NAG activity measurement was determined by adding 2.25 mM
p-nitrophenil-2-acetamide B-D-glucopyranoside and 100 L 50 mM citrate
buffer (pH 4.5). The absorbance was measured spectrophotometrically at 690,
490, and 405 nm for MPO, EPO, and NAG, respectively, and the results are
expressed in OD/mg tissue.

Determination of cytokine levels

Briefly, colon segments were homogenized in phosphate buffer containing
0.05% Tween 20, 0.1 mM PMSF, 0.1 mM benzethonium chloride, 10 mM
EDTA, and 20 UI aprotinin A. The homogenate was centrifuged at 3000 g for
10 min, and supernatants were stored at —70°C until further analysis. IL-1f3,
KC, MIP-2, IL-4, and IL-10 levels were evaluated using ELISA kits from R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA), according to the manufacturer’s recommen-
dations. The amount of protein in each sample was measured using the

Bradford method [22].

Preparation of cytosolic fractions

The colons were homogenized in lysis buffer containing 10 mM HEPES, pH
7.4, 2 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM PMSF, 1 mg/mL leupeptin, 1 mg/mL
pepstatin A, 1 mg/mL leupeptin, 1 mg/mL aprotinin, 1 mM sodium orthovana-

TABLE 1. Macroscopic Score
Score Parameter
0 No damage
1 Hyperemia without ulcers
2 Hyperemia and thickening of bowel wall without ulcers
3 One site of ulceration without bowel wall thickness
4 Two or more sites of ulceration or inflammation
5 0.5 ¢cm inflammation and major damage
6-10 1 ¢m major damage. The score is increased by one for
every 0.5 cm damage observed to a maximum of 10
Oorl Absence or presence of diarrhea
Oorl Absence or presence of stricture
0,1, or 2  Absence or presence (mild or severe) of adhesions
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TABLE 2. Microscopic Score
Score Parameter
0 no inflammation
1 very low level
2 low level of leukocytic infiltration
3 high level of leukocytic infiltration, high vascular density,
thickening of the colon wall
4 transmural infiltrations, loss of goblet cells, high vascular

density, thickening of the colon wall

date, 10 mM b-glycerophosphate, 50 mM sodium fluoride, and 0.5 mM DTT.
After centrifugation (14,000 g for 60 min), the supernatant containing the
cytosolic fraction was collected and stored at =70°C until analysis.

Western blot analysis

Equivalent amounts of proteins (35 pg) were mixed in a buffer containing 200
mM Tris, 10% glycerol, 2% SDS, 2.75 mM B-ME, and 0.04% bromophenol
blue and boiled for 5 min. Proteins were resolved in a 10% SDS gel by
electrophoresis. After transfer to a polyvinylidene fluoride membrane, the blots
were blocked with 5% fat-free dry milk-TBS buffer overnight at 4°C and then
washed with TBS and 5% Tween-20 (TBST). The membranes were incubated
for 2 h at room temperature with 1:1000 dilutions of primary antibodies for
COX-2 or B-actin, 1:2000 for VEGF, and 1:150 for iNOS. Blots were washed
four times with TBST for 5 min, followed by incubation with 1:80,000-adjusted,
peroxidase-coupled biotinylated secondary antibodies for 1 h. The membranes
were washed four times with TBST for 5 min and then incubated for 30 min
with streptavidin—-HRP reagent. The transferred proteins were visualized with
an ECL detection kit according to the manufacturer’s instructions.

Drugs and reagents

Dexamethasone, H,0,, Tween 20, Tween 80, EDTA, aprotinin, PBS, H&E,
TMB, H,0,, OPD, and TNBS were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). Formaldehyde was obtained from Merck (Frankfurt, Darm-
stadt, Germany). Bradford reagent was purchased from Bio-Rad Laboratories
(Richmond, CA, USA). Anti mouse-KC, mouse KC, IL-4, MIP-2, IL-10, and
IL-1B/IL-1F2 DuoSet kits were obtained from R&D Systems. COX-2, B-actin,
VEGF (C-1), and iNOS primary antibodies were purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CAa, USA). Secondary antibody Envision Plus,
streptavidin—HRP reagent, and 3,3-diaminobenzidine chromogen were pur-
chased from Dako Cytomation (Carpinteria, CA, USA).

Statistical analysis

All data are expressed as means * SEM For nonparametric data, Kruskal-
Wallis followed by Dunn’s test was used. For parametric data, the statistical
significance of differences between the groups was determined by one-way
ANOVA, followed by the Student Newman-Keuls test. The x* method was used
for the survive curve. Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 4 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A P value of
less than 0.05 (P<<0.05) was considered to be statistically significant.

RESULTS

SB225002 ameliorates TNBS-induced colitis

Colitis was induced in BALB/c mice by the administration of
TNBS into the colon. At 24 h after TNBS administration, severe
macroscopic damage allied to increased MPO activity was
observed, suggesting that colitis was well established (Fig. 1,

A and B). At later time-points up to 72 h after TNBS admin-
istration, mice developed signs of a severe illness character-
ized by bloody diarrhea, rectal prolapse, and a profound and
sustained weight loss, which resulted in a high mortality rate
(65%), whereas control mice rapidly recovered weight after the
starvation period and did not die (Fig. 2, A and B). To
evaluate the potential therapeutic effect of SB225002 24 h
after TNBS administration (i.e., after colitis establishment),
mice were treated twice per day with SB225002 i.p. SB225002
(0.3 mg/kg)-treated mice rapidly recovered the lost body
weight, regained a healthy appearance similar to control mice,
and had a survival rate of 88% (Fig. 2A). In contrast, mice
treated with the positive control drug dexamethasone (1 mg/kg,
s.c.) did not recover the body weight significantly (Fig. 2A).
Three days following TNBS administration, animals were
killed, and colon length and weight as well as macroscopic dam-
age were assessed. TNBS administration resulted in decreased
colon length (by 20%, Fig. 2C), increased colon weight (by 3.42-
fold, Fig. 2D), and severe inflammation associated with hyper-
emia, ulceration, and sometimes adhesion. SB225002 was admin-
istered in three different doses (0.1, 0.3, and 1 mg/kg) to detect
potential dose-dependent effects. Treatment with 0.3 or 1 mg/kg
SB225002 but not with 0.1 mg/kg significantly reduced macro-
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Fig. 1. Twenty-four hours after TNBS administration, colitis was already
established. Twenty-four hours following colitis, induction of severe macro-
scopic damage (A) and a high MPO activity (B) was observed. Each column
represents the mean = SEM of five to seven mice per group. **, P < 0.01,
versus control group.
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Fig. 2. Pharmacological blockage of CXCR2 ameliorates TNBS-induced colitis. Throughout the experiment, mice were monitored for body weight loss and overall

mortality, and at 72 h after TNBS administration, colitis severity was assessed.

Treatment with SB225002 (SB) recovered mouse weight (A), increased survival (B),

improved colon length (C), decreased colon weight (D), and reduced the macroscopic score (E). Dex, Dexamethasone; Sal, saline. Each column represents the
mean * SEM of five to seven mice per group. # P <0.05 " P <0.01, and ", P < 0.001, versus control group; *, P < 0.05, **, P < 0.01, and *** P <

0.001, versus TNBS-treated group.

scopic colonic damage by 89.3 *£ 3.4% and 79.1 £ 7.0%,
respectively (Fig. 2E). SB225002 curative treatment also restored
colon length (Fig. 2C) and decreased colon edema by 752 =
54% (Fig. 2D). Likewise, dexamethasone significantly reversed
TNBS-induced colon reduction (Fig. 2C) and decreased colon
weight by 82 = 1.0% (Fig. 2D).

SB225002 treatment inhibits neutrophil influx,
decreasing colon damage

Colitis has been associated with the influx of neutrophils and
eosinophils into the intestinal mucosa [23, 24]. Moreover, CXCR2
is implicated in neutrophil migration [6]. Therefore, we deter-
mined whether the diminished severity of TNBS-mediated colitis
in the SB225002-treated mice was associated with alterations in
the composition of inflammatory cell populations in the intestinal
mucosa. Three days following TNBS administration, mucosal neu-
trophil and eosinophil infiltration was quantified by analysis of
colonic MPO and EPO activity, respectively. TNBS-treated mice
displayed a marked increase in colonic MPO levels (3.3%£0.3
OD/mg tissue) by 22.8-fold when compared with control animals
(0.14%0.06 OD/mg tissue; Fig. 3A). Treatment with SB225002
(0.1, 0.3, or 1 mg/kg) significantly reduced TNBS-induced colonic
tissue MPO activity by 48.7 = 14.0%, 82.5 = 1.6%, or 63.8 =
8.0%, respectively (Fig. 3A). In addition, EPO activity in the
colon of TNBS-treated mice (2.0£0.09 OD/mg tissue) was en-
hanced by ~30% when compared with control mice (1.5£0.1
OD/mg tissue; Fig. 3B). However, SB225002 treatment had no
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effect on EPO activity. In contrast, dexamethasone significantly
reduced MPO levels by 93.6 = 6.3% compared with the TNBS
and suppressed EPO levels under basal levels (Fig. 3, A and B).
Finally, mononuclear cells were also analyzed indirectly by NAG
activity; nonetheless, 72 h after colitis induction, this parameter
was not altered in TNBS-treated mice when compared with control
mice (data not shown).

Colons were then processed for histological observation (the
representative sections of H&E staining revealed) in the TNBS-
treated colon—a dramatic infiltration of PMN into the lamina
propria and colonic mucosa corroborating the increased MPO
activity described above. TNBS-treated colons also appeared
thickened and ulcerated, showing distortion of crypts and loss of
goblet cells (Fig. 3, C and D). Histological evaluation of bowel
tissue showed a marked reduction in the inflammatory response
and mucosal ulcerations in SB225002 as well as in dexametha-
sone-treated mice (Fig. 3, C and D). The histological damage score
of colonic tissues obtained from inflamed mice was 23-fold higher
when compared with control mice, whereas treatment with
SB225002 or with dexamethasone resulted in score reductions of
89.2 £ 6.7% and 93.8 = 3.0%, respectively (Fig. 3E).

SB225002 administration altered the inflammatory
profile of cytokines released during colitis

As shown in Figure 4, TNBS instillation resulted in a marked
increase in IL-1B, MIP-2, and KC levels by ~16.3-, 2.4-, and
3.7-fold, respectively (Fig. 4, A—C). SB225002 administration

http://www.jleukbio.org
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Fig. 3. Pharmacological blockage of CXCR2 inhibits cell influx and colon
damage. Seventy-two hours following colitis induction, the histopathological
tissue damage, the MPO, and EPO activities were determined. Treatment with
SB225002 decreased MPO activity (A), although it did not alter EPO activity
(B). Colon sections from control mice, TNBS, SB225002, or dexamethasone-
treated mice were stained with H&E (C and D). The images are representative
of at least three mice per group. Original magnifications, 50X (C) and 200X (D).
The microscopic damage (E) was scored according to Table 2. Each column

represents the mean = SEM of five to seven mice per group. # P <0.05 " P<0.01, and " P < 0.001, versus control group; *, P < 0.05, **, P <

0.01, and *** P < 0.001, versus TNBS-treated group.

resulted in a striking decrease in IL-13, MIP-2, and KC levels
(80.5%£7.8%, 80.0£10.0%, and 76.8+9.0%, respectively; Fig.
4, A—C). Moreover, colons from TNBS-treated mice showed a
reduction in the anti-inflammatory cytokines, namely, IL-4 and
IL-10 (51.4%8.9% and 49.9%5.6%, respectively), when com-
pared with colons from control mice, whereas colons from mice
subjected to SB225002 treatment displayed a significant en-
hancement in these cytokine levels (~2.6- and 2.9-fold, re-
spectively) when compared with colons from TNBS-treated
mice (Fig. 4, D and E). Similar results were observed by
treatment with dexamethasone (Fig. 4, D and E).

Anti-mouse KC treatment inhibits neutrophil
influx and decreases colon damage

Once KC is one of the main CXCR2 ligands that is most
expressed 72 h after TNBS-induced colitis and as KC does not

bind mouse CXCR1 with a high affinity [11], we next treat mice
with anti-mouse KC to analyze by another strategy the possible
involvement of CXCR2 in this model. Mice treated with anti-
mouse KC (30 pg/kg, i.v., twice per day) after colitis estab-
lishment had a survival rate of 75% associated with a signifi-
cant reduction of macroscopic colonic damage (76.3%6.6%).
In addition, colons from mice treated with anti-mouse KC
displayed a marked decrease in MPO levels by 75.5 = 9.9%
when compared with TNBS-treated animals (Fig. 5, A and B).

Mechanisms underlying the colitis improvement
caused by SB225002 treatment

Colitis severity has been associated with increased iNOS and
COX-2 protein expression in the bowel tissue [25, 26]. There-
fore, we assessed whether treatment with SB225002 dimin-
ished these protein expressions. TNBS administration induced
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a prominent expression of iNOS and COX-2 by ~1.7- and
2.3-fold, respectively (Fig. 6, A and B), when compared with
basal values. As revealed by densitometry analysis, iNOS and
COX-2 expression was decreased by 87.5 = 6.1% and 51.1 *
2.2% in colons from mice treated with 0.3 mg/kg SB225002
(Fig. 6, A and B). Dexamethasone also significantly reduced
iNOS and COX-2 expression by ~90.0 = 3.6% and 55.4 =
1.8%, respectively (Fig. 6, A and B).

It has also been demonstrated that COX-2 and iNOS are
implicated in the induction of VEGF [27], a cytokine that has a
relevant role in angiogenesis and is increased in patients with IBD
[15]. Induction of colitis was associated with a significant increase
of VEGF expression (~7.5-fold) when compared with control
colons (Fig. 6C), and colons from mice treated with SB225002 or

Fig. 4. CXCR2 inhibition alters cytokine production. Seventy-two hours
following colitis induction, the levels of IL-13, KC, MIP-2, IL-4, and IL-10
were measured in the colon tissue. Treatment with SB225002 decreased I1.-13
(A), KC (B), and MIP-2 (C) production induced by TNBS, and TNBS decreased
IL-4 (D) and IL-10 (E) levels; SB225002 treatment increased the cytokine
production over basal levels. Each column represents the mean = SEM of five
lo seven mice per group. # P <0.05 % P <0.01, and " P < 0.001, versus
control group; *, P < 0.05, **, P < 0.01, and *** P < 0.001, versus
TNBS-treated group.
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with dexamethasone had significant reductions in VEGF expres-
sion (96.4%1.4% and 79.8£1.9%), respectively (Fig. 6C).

DISCUSSION

Recent advances in the understanding of the mechanisms
involved in neutrophil migration have indicated an important
role exerted by the chemokine receptor CXCR2 [6]. The infil-
tration of these cells mediates tissue damage and inflammatory
signs in experimental colitis [3—5]. In the present study, we
show for the first time that SB225002, a potent and selective
nonpeptide CXCR2 antagonist, is highly effective in amelio-
rating TNBS-induced colitis in mice.

In this model, TNBS penetrates into the colon and causes
transmural lesions, ulcerations, necrosis, loss of crypt epithe-
lium, thickening of the bowel wall, edema, colon length reduc-
tion, and a massive infiltration of PMN cells, characterizing
macroscopic and histological damage [28]. Furthermore, diar-
thea, rectal prolapse, weight loss, and a high mortality rate are
observed [21]. These parameters resemble some features of CD
in humans. Our study reports that after colitis establishment,
the systemic, curative, therapeutic regimen of SB225002 ad-
ministration significantly reduced colon edema, attenuated
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Fig. 6. SB225002 decreased iNOS, COX-2, and VEGF expression induced
by TNBS administration. Treatment with SB225002 decreased iNOS (A),
COX-2 (B), and VEGF (C) expression, as observed by the representative
Western blot gel and by the quantification of the ratio between those protein
bands and B-actin protein bands. Each column represents the mean % SEM of
five to seven mice per group. #, P < 0.05, *, P < 0.01, and **, P < 0.001,
versus control group; *, P < 0.05, **, P < 0.01, and ***, P < 0.001, versus
the TNBS-treated group.

macroscopic and histological damage, restored colon length,
and recovered mouse body weight, greatly reducing mortality.
In addition, mice treated with dexamethasone did not recover
body weight, unlike those that received the curative treatment
with SB225002, suggesting that the CXCR2 antagonist pro-
duces less intense side-effects.

It has been shown in different inflammatory models that
massive infiltration of PMN cells, characteristic of an inflamed
colon [21], is mediated mainly by CXCR2 engagement [3, 6].
In the mouse system, at least four ligands were described for
CXCR2, among them KC and MIP-2 [10], which were associ-
ated with colitis [29, 30]. Some studies have identified in-
creased levels of CXCR2 ligands, which correlate with MPO
activity increments in colon biopsies from patients with IBD
[31]. Accordingly, the present results demonstrate a great
increase in KC, MIP-2 levels, and MPO activity in colonic
tissue. Similar effects allied to enhancement of CXCR2 levels
have been reported in rats after TNBS administration [18]. In
the present study, we have also demonstrated that a KC incre-
ment in colonic tissue was more prominent than MIP-2. Once
KC does not bind mouse CXCR1 with a high affinity [11], we
next analyzed the involvement of CXCR2 by treating animals
with mouse anti-KC and observed that this treatment greatly
reduced MPO activity and tissue damage, thus suggesting a
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minor role of CXCR1 in this subject. Most important, we have
also demonstrated the occurrence of MPO activity reduction
and minor cell infiltration in colon tissue from mice treated
with the CXCR2 antagonist SB225002. Those results demon-
strated that the reduction of CXCR2 ligands and the blockage
CXCR2 exert a critical role in neutrophil migration induced by
TNBS; however, we cannot totally discard a role exerted by
CXCR1 in TNBS-induced colitis.

Although SB225002 administration inhibited MPO activity, it
failed to reduce EPO activity, suggesting that eosinophil infiltra-
tion was not altered by CXCR2 antagonism. In agreement with
this data, it has been shown that CXCR2 is not expressed on the
eosinophil surface [32]. The relevance of eosinophils in gut in-
flammation has been described by several authors [33]. Neverthe-
less, in the time period analyzed by us in TNBS-induced colitis,
neutrophils seem to have had a major involvement in tissue
damage, as SB225002 treatment almost highly decreases mucosal
injury, without interfering in EPO activity.

Many other studies in different inflammatory conditions have
addressed the relevance of neutrophils in tissue damage [34,
35]. It has been demonstrated that inhibition of neutrophil
adhesion by anti-integrins (CD11b/CD18) decreases tissue
damage in TNBS-induced colitis [36]. Upholding these data,
the work of Buanne and collaborators [3], who use CXCR2
knockout mice, and the present results, which applied the
CXCR2 antagonist SB2205002, point to a role of neutrophils in
tissue damage. In contrast, it has been shown that neutrophil
depletion exacerbates TNBS-induced colitis in rats [37]. In
fact, other works suggest a dual role of neutrophil in IBD [38].

It has been shown that iNOS, COX-2 inhibition, or IL-1R
blockade decreases colitis severity significantly [25, 26, 39].
Furthermore, the existence of a positive correlation among
enhancement of KC, MIP-2 levels, and colitis exacerbation has
been suggested [30]. Notably, colons from mice treated with
SB2205002 show a diminished iNOS and COX-2 protein ex-
pression, besides reduction of IL-1B3, MIP-2, and KC levels,
suggesting that these decreases constitute one of the mecha-
nisms involved in SB2205002 effectiveness. As there are some
reports suggesting that these proteins are directly or indirectly
related to cell migration [40, 41], their reduction by
SB2205002 treatment could contribute to a lower cell infiltra-
tion, inflammation, and consequently, damage to colonic tissue.

Evidence suggests that the influx of inflammatory cells to the
colon tissue might also be facilitated by angiogenesis [15].
VEGF is one of the main factors involved in this phenomenon,
as it is found to be enhanced significantly in patients with IBD
and in experimental models of colitis [15]. Corroborating these
findings, the present data demonstrate that VEGF expression is
increased markedly in inflamed colons. It has been shown that
CXCLS8 elicits angiogenic responses in microvascular endothe-
lial cells isolated from human intestine, an effect that is
believed to be associated with CXCR2 engagement [7]. Hence,
CXCR2 antagonism or decreased levels of KC might diminish
the endothelial angiogenic response. Of note, SB225002 mark-
edly decreased KC levels, as well VEGF protein expression.
Furthermore, CXCL8 is able to stimulate neutrophil-derived
VEGF secretion [42]. Therefore, SB225002 may also reduce
VEGF levels by decreasing neutrophil influx.
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We next investigated the role exerted by the anti-inflammatory
cytokines in the effectiveness of SB225002. It is well documented
that IL-4 possesses immunosuppressive and anti-inflammatory
properties and that it is reduced in IBD [43], which supports our
data. It has also been shown that IL-4 suppresses CXCL8 pro-
duction by neutrophils [44], and indeed, our results suggest an
inverse correlation between the KC and IL-4 levels. Furthermore,
IL-4 induces 11.-10 production by T cells and macrophages [45].
This cytokine is known to deactivate respiratory burst and to
inhibit proinflammatory mediator production, playing a negative
modulatory role, with an effect on PMN accumulation and che-
mokine generation [45]. In addition, neutrophil depletion en-
hances 1L-10 levels [46]. These data substantiate our results,
which demonstrated an increased level of 11-4 and IL-10 in
colons from mice treated with SB225002.

Finally, the increment in the anti-inflammatory cytokine
(IL-4 and 1L-10), the decreased levels of 1L-1B, MIP-2, and
KC, as well as the reduction of iNOS, VEGF, and COX-2
protein expression were effects of SB225002 treatment that
contributed greatly to the reduction of tissue damage, signs of
inflammation, and most important, to the great increase in
mouse survival in TNBS-induced colitis. Of high interest,
SB225002 has a curative property; i.e., it was able to attenuate
TNBS-induced colitis after the establishment of inflammation.
Our data not only points to the CXCR2 as an interesting and
attractive target for the management of IBD, for which current
therapies remain inadequate, but strongly suggest that the
selective nonpeptide CXCR2 antagonist SB225002 is a poten-
tial candidate for the treatment of IBD.
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