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RESUMO
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Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, RS, Brasil

ATIVIDADE ANTIPIRETICA E ANTIINFLAMATORIA DE DERIVADOS 5-
TRIFLUORMETIL-4,5-DIIDRO-1H- 1-CARBOXIAMIDA PIRAZOL
EM RATOS
AUTOR: JULIANA SAIBT MARTINS PASIN
ORIENTADOR: PROF. DR. CARLOS FERNANDO DE MELLO
Local e data da defesa: Porto Alegre, 19 de novembro de 2010

A febre é um aumento regulado da temperatura corporal central, caracterizada por uma
alteragdo no centro termorregulatdrio, a qual resulta da interacdo entre o sistema nervoso
central e o imunoldgico. Enquanto a febre caracteriza lesdo celular, infec¢éo e inflamacéao, ela
tem sido considerada o mais importante componente da resposta de fase aguda. Embora
existam evidéncias de que a febre aumenta a defesa do hospedeiro, alguns estudos tém
sugerido que o aumento da temperatura central a niveis febris pode ser prejudicial. Portanto,
nas situagdes clinicas nas quais 0s riscos associados com a febre superam os beneficios, o
tratamento antipirético é formalmente indicado. Os derivados pirazolinicos constituem um
importante grupo de compostos organicos que tém sido extensivamente estudados devido as
suas inumeras atividades bioldgicas, que incluem atividade antipirética. Recentemente uma
série de derivados pirazolinicos inéditos foi avaliada quanto a atividade antiedematogénica e
antinociceptiva em camundongos. Estes compostos causam antinocicepgdo no teste da
formalina e no modelo de artrite induzida por adjuvante de Freund, bem como diminuem o
edema induzido por carragenina. Dados os efeitos antiinflamatérios descritos para estes
compostos, o objetivo do estudo foi investigar o efeito de oito derivados 5-trifluormetil-4,5-diidro-
1 H-1-pirazol-1-carboxiamida (TFDPs) sobre a temperatura corporal basal, a febre induzida por
S. cerevisiae (0.135 g/Kg, i.p.) e a inflamagéao peritoneal em ratos Wistar machos de 28 dias de
idade. Somente os compostos 3Et- e 3Pr-TFDP (140 e 200 ymol/kg respectivamente, s.c., 4 h
apos a injegdo do S. cerevisiae) atenuaram a febre em 61.0% e 82.4%, respectivamente. Estes
dois compostos foram selecionados para a investigacdo dos mecanismos de acao. Os efeitos
sobre a atividade da ciclooxigenase-1 e -2 (COX-1 e COX-2), a oxidagao in vitro do 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH), os niveis de TNF-a e IL-1B e influxo de leucdcitos na cavidade peritoneal
dos ratos injetados com S. cerevisiae foram determinados. Enquanto 3Et- e 3Pr-TFDP néo
alteraram o aumento nos niveis de TNF-a e IL-1B induzido por S. cerevisiae, o derivado 3Et-
TFDP causou uma redugao de 42% na contagem de leucécitos na cavidade peritoneal. 3Et- e
3Pr-TFDP nao alteraram a atividade da COX-1 e COX-2 in vitro, mas apresentaram atividade
antioxidante no ensaio do DPPH, com Clsy de 39.3 (25.0-62.0) mM e 162.9 (135.6-195.7) mM,
respectivamente. Em outro grupo de experimentos, foi avaliado o efeito do pré-tratamento dos
animais com os compostos 3Et- e 3Pr-TFDP sobre a inflamacéo peritoneal induzida por
S.cerevisiae em ratos. O pré-tratamento com 3Et-TFDP (140 ymol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) preveniu
significativamente o aumento no influxo de leucécitos, a permeabilidade vascular peritoneal e a
atividade da mieloperoxidase (MPO), mas nao teve efeito sobre os niveis de TNF-a e IL-1B. Por
outro lado, 3Pr-TFDP (200 umol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) ndo apresentou efeito sobre nenhum desses
parametros inflamatorios. O presente estudo descreve dois novos derivados pirazolinicos com
atividade antipirética, cujos mecanismos de a¢do nao envolvem inibicdo da COX ou inibicdo da
liberacdo de citocinas pirogénicas. Além disso, foi demonstrado que o composto 3Et-TFDP
apresenta potencial antiinflamatério, atuando sobre o influxo de leucdcitos, permeabilidade
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vascular peritoneal e aumento da atividade da MPO induzidos por S. cerevisiae. Em conjunto,

nossos dados sugerem que os derivados pirazolinicos 3Et- e 3Pr-TFDP parecem ser compostos
antipiréticos e antiinflamatérios promissores.

Palavras chave: febre, inflamacao, derivados pirazolinicos, antipiréticos, antiinflamatérios
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ABSTRACT
PhD thesis
PostGraduate Program in Biological Sciences: Biochemistry
Federal University of Rio Grande do Sul, RS, Brazil

ANTIPYRETIC AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITIES OF 5-TRIFLUOROMETHYL-4,5-
DIHYDRO-1H-PYRAZOLES IN RATS
AUTHOR: JULIANA SAIBT MARTINS PASIN
ADVISOR: PROF. DR. CARLOS FERNANDO DE MELLO
Place and date of defense: November 19", 2010, Porto Alegre

Fever is a regulated increase of body core temperature characterized by a raised
thermoregulatory set point, which results from the interaction of the central nervous and immune
systems. While fever is a hallmark of injury, infection and inflammation, it has also been
considered the most important component of acute-phase response. Although there is evidence
supporting the idea that fever enhances host defenses, some studies have suggested that
raising core temperature to the febrile range may be harmful. Therefore, in the clinical situations
in which fever-associated risks outweigh benefits, antipyretic treatment is formally indicated.
Pyrazoles constitute an important group of organic compounds that have been extensively
studied due to their numerous biological activities. Recently a series of pyrazole derivatives have
been screened for antinociceptive and antiedematogenic activity in mice. These compounds
cause antinociception in the formalin test and in the Freund's adjuvant (CFA) animal model of
arthritis and decrease carrageenin-induced edema. Given the effects reported for these
compounds, we decided to investigate the effect of eight 5-hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-dihydro-
1H-1-carboxyamidepyrazoles (TFDPs) on body temperature, baker’s yeast-induced fever and
peritoneal inflammation in 28 days-old male Wistar rats. Only 3ethyl- and 3propyl-TFDP (140
and 200 umol/kg, respectively, s.c., 4 h after S. cerevisiae injection) attenuated baker’s yeast-
induced fever by 61.0% and 82.4%, respectively. These two effective antipyretics were selected
to investigate the mechanisms of action. The effects on cyclooxygenase-1 and -2 (COX-1 and
COX-2) activities, on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) oxidation in vitro, on TNF-a. and IL-
1B levels and on leukocyte counts in the washes of peritoneal cavities of rats injected with
baker’s yeast were determined. While 3ethyl- and 3propyl-TFDP did not reduce baker’s yeast-
induced increases of IL-1B or TNF-a levels, 3ethyl-TFDP caused a 42% reduction in peritoneal
leukocyte count. 3ethyl- and 3propyl-TFDP did not alter COX-1 and COX-2 activities in vitro, but
presented antioxidant activity in the DPPH assay with an 1Cs, of 39.3 (25.0-62.0) mM and 162.9
(135.6-195.7) mM, respectively. In a other set of the experiments, we investigate the effect of 3-
ethyl- and 3-propyl-5-hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazoles on
S.cerevisiae-induced peritoneal inflammation in rats. Pre-treatment with 3ethyl-TFDP (140
pmol/kg, 5 mL/Kg) significantly prevented S.cerevisiae-induced increase in leukocyte influx,
peritoneal vascular permeability and myeloperoxidase activity, but had no effect on TNF-a and
IL-1B levels. On the other hand, 3propyl-TFDP (200 umol/kg, 5 mL/Kg) had no effect on these
inflammatory parameters. The current study describes two novel antipyretic pyrazole derivatives,
whose mechanisms of action do not involve the classic inhibition of the COX pathway or
pyrogenic cytokine release. In addition, it is shown that 3ethyl-TFDP presents antiinflammatory
potential, since it reduces leukocyte influx, peritoneal vascular permeability and MPO activity.
Taken together, our data suggest that the pyrazole derivatives 3ethyl- and 3propyl-TFDP seems
a promising antipyretic and anti-inflammatory compounds.

Key words: fever, inflammation, pyrazole derivatives, antipyretics, anti-inflammatory
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dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazole. * P < 0.05 compared to vehicle (F-test for
the simple effect). Significant dose by time interactions for: 3Et-TFDP [F(1,36) =
6.97; P < 0.05], 3Pr-TFDP [F(1,43) = 9.66; P < 0.05], 3Ph-TFDP [F(1,29) = 4.99;
P < 0.05], and 4Me-TFDP [F(1,18) = 4.58; P < 0.05].In this set of experiments
the mean basal temperature was 36.8 + 0.16°C.

Figure 4: Effect of subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80 in
0.9% NaCl), 3Et-TFDP (140 pmol/kg; 4A), 3Pr-TFDP (200 pumol/kg; 4B) or
dipyrone (140 pmol/kg) on baker’s yeast-induced fever (0.135 g/kg, ip). Baker’s
yeast was injected ip at zero time. The arrow indicates the time of injection of the
drugs tested. Data are reported as means + SEM change from baseline rectal
temperature (N = 6-12 per group). TFDP = 5-hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-
dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazoles. *P < 0.001 compared to vehicle. *P < 0.05
compared to dipyrone (F-test for the simple effect). In this set of experiments the
mean basal temperature was 36.8 + 0.14°C.

Figure 5: Effect of subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80 in
0.9% NaCl), 3Et-TFDP (140 pmol/kg; 5A) or 3Pr-TFDP (200 umol/kg; 5B) on the
number of total cells present in rat cavity washes in the presence or absence of
baker's yeast. Values represent the mean number of cellssmm?® (N = 5-7 per
group). TFDP = 5-hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-
carboxyamidepyrazoles. *P < 0.05 compared to saline; * P < 0.05 compared to
yeast-vehicle.

Figure 6: Effect of subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80 in
0.9% NaCl), 3Et-TFDP (140 ymol/kg, 4 h after yeast injection) or 3Pr-TFDP (200
umol/kg, 4 h after yeast injection) on TNF-a (Figure 6A-B) and IL-1B (Figure 6C-
D) levels in peritoneal fluid in the presence or absence of baker’s yeast (N = 5-7
per group). TFDP = 5-hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-
carboxyamidepyrazoles. *P < 0.05 compared to saline (two-way ANOVA).
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Manuscrito
Figure 1: Chemical structure of TFDPs

Figure 2: Effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg,
s.c.), 3Et-TFDP (140 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.; 2A) or 3Pr-TFDP (200 umol/kg, 5
mL/Kg, s.c.; 2B) on the number of total cells present in rat cavity washes in the
presence or absence of S.cerevisiae. The peritoneal fluid was collected at 4 h
after S.cerevisiae injection. Values represent the mean number of cells/mm? (n=9
per group). *P<0.05 compared with saline and * P<0.05 compared with vehicle
(two-way ANOVA).

Figure 3: Effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg,
s.c.), 3Et-TFDP (140 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) or 3Pr-TFDP (200 umol/kg, 5
mL/Kg, s.c.) on the number of total cells present in rat cavity washes in the
presence of S.cerevisiae. The peritoneal fluid was collected at 4 h after
S.cerevisiae injection. Values represent the mean number of cells/mm? (n=7-8
per group). *P<0.05 compared with vehicle (two-way ANOVA).

Figure 4: Effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg,
s.c.), 3Et-TFDP (140 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.; 4A) or 3Pr-TFDP (200 pmol/kg, 5
mL/Kg, s.c.; 4B) on Evans Blue dye content in rat cavity washes in the presence
or absence of S.cerevisiae. Values represent the mean number of cells/mm?
(n=4-7 per group). *P<0.05 compared with saline and * P<0.05 compared with
vehicle (two-way ANOVA).

Figure 5: Effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg,
s.c.), 3Et-TFDP (140 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.; 5A) or 3Pr-TFDP (200 pmol/kg, 5
mL/Kg, s.c.; 5B) on MPO activity in rat cavity washes in the presence or absence
of S.cerevisiae (n=8-11 per group). *P<0.05 compared with saline and * P<0.05
compared with vehicle (two-way ANOVA).

Figure 6: Lack of effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5
mL/Kg, s.c.), 3Et-TFDP (140 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) or 3Pr-TFDP (200 umol/kg,
5 mL/Kg, s.c.) on TNF-a (Fig. 6A-B) and IL-1B (Fig. 6C-D) levels in peritoneal

fluid in the presence or absence of S.cerevisiae (n= 6-8 per group). * P<0.05
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compared with saline (two-way ANOVA).

Figure 7: Lack of effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NacCl, 5
mL/Kg, s.c.), 3Et-TFDP (140 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) or 3Pr-TFDP (200 umol/kg,
5 mL/Kg, s.c.) on nitrite/nitrate (NOx) levels in peritoneal fluid in the presence or
absence of S.cerevisiae (n= 7-10 per group). * P<0.05 compared with saline
(two-way ANOVA).
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APRESENTAGAO

Esta tese apresenta os resultados sob a forma de artigo publicado (capitulo 1) e
manuscrito submetido a publicagéo (capitulo 2).

O item Discussao apresenta interpretacdo e comentarios gerais dos resultados
obtidos nos dois artigos que compdem esse trabalho.

O item Conclusdes apresenta as conclusdes finais do trabalho, considerando os
artigos cientificos (capitulos 1 e 2).

As Referéncias Bibliograficas referem-se somente as citagdes que séao

apresentadas nos itens Introducéo e Discussao.
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1. INTRODUCAO

1.1 Regulacao da temperatura corporal nos mamiferos

A temperatura corporal (Tc) de animais homeotérmicos € mantida dentro de uma
faixa de normalidade necessaria para as fungdes celulares e moleculares adequadas,
independentemente de oscilagbes na temperatura do ambiente (Nakamura e Morrison,
2008). No ser humano a Tc normal possui uma variacdo circadiana, oscilando entre
aproximadamente 36,4° C durante a manha e 36,9° C a tarde (Mackowiak, 1997). Os
processos termorregulatérios dos mamiferos, dentre todos os vertebrados, sao os mais
investigados devido ao seu significado clinico (Seebacher, 2009).

A termorregulacao é um processo coordenado pelo sistema nervoso central (SNC)
(Simon, 1974, Boulant, 2000, Dimicco e Zaretsky, 2007) e compreende varios estagios
(Nakamura e Morrison, 2008). A area pré-optica do hipotalamo (APOH) é considerada o
centro termorregulatério do organismo ou o0 “termostato central”, j& que esta regiao é
capaz de reconhecer as variagcbes na temperatura do fluxo sanguineo das areas
adjacentes e ativar as respostas termorregulatérias requeridas para manter a
homeostase térmica (Bartfai e Conti, 2010). A Tc média € determinada pelo equilibrio das
atividades dos neurdnios sensiveis a temperatura, presentes na APOH (Romanovsky,
2007).

Trés diferentes classes de neurbnios termorregulatorios tém sido identificadas na
APOH (Boulant, 2000), os quais sdo conhecidos como termorreceptores centrais. Os
neurbnios sensiveis ao calor, 0os quais existem em maior nimero (Romanovsky, 2007,
Bartfai e Conti, 2010), aumentam sua taxa de disparo em resposta a aquecimento local
ou periférico e, quando ativados, estimulam a perda e inibem a producédo de calor.
Assim, a diminuicdo da taxa de disparo destes neurdnios pode ser considerada uma
resposta de defesa contra o frio (McGaraughty et al., 2009). Geralmente, estes
neurdnios aumentam sua taxa de disparo em temperaturas acima de 25°C. Por outro
lado, os neurbnios sensiveis ao frio, que existem em menor quantidade, sdo ativados
por resfriamento local ou periférico, geralmente abaixo de 35°C (Nomoto et al., 2004),
estimulando a producao de calor. No entanto, o papel termorregulatério destes ultimos
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ainda esta sendo investigado, e sua sensibilidade ao frio parece ocorrer devido a
aferéncias sinapticas inibitérias vindas de neurénios sensiveis ao calor localizados nas
adjacéncias (Romanovsky, 2007). A terceira classe € composta pelos neurdnios néo-
responsivos as alteragbes da temperatura, cujo papel na termorregulacdo ainda néao foi
esclarecido (Chen et al., 1998).

Neste contexto, durante muito tempo aceitou-se que o papel dos neurdnios
sensiveis ao frio e daqueles sensiveis ao calor seria reciproco, ou seja, todas as
respostas termorregulatérias poderiam ser desencadeadas pela ativacdo de uma
dessas classes ou pela inibicdo da outra (Bligh, 2006). No entanto, estudos envolvendo
estimulacdo térmica e quimica de células da APOH mostraram que tanto as respostas
autonémicas de defesa contra o frio, quanto aquelas de defesa contra o calor sédo
iniciadas por alteragdes correspondentes na atividade dos neurdnios sensiveis ao calor.
Desta forma, a atividade aumentada dos neurfnios sensiveis ao calor desencadeia
respostas de defesa contra o calor, enquanto a diminuicdo na sua atividade dispara
respostas contra o frio (Chen et al., 1998).

Além dos termorreceptores centrais, ha ainda os sensores térmicos periféricos,
que podem ser superficiais ou profundos. Os primeiros detectam a temperatura da pele
e das mucosas, ja os profundos respondem a temperatura do centro do corpo e estao
localizados no esbdfago, estbmago e grandes veias abdominais, entre outros
(Romanovsky, 2007). Estes termorreceptores sado rapidamente sensibilizados quando
h& variacdo na temperatura ambiental, enviam as informagdes para o corno anterior da
medula espinhal (Nomoto et al., 2004), as quais alcangam o hipotalamo por meio da
rota espino-reticulo-hipotaldmica (Romanovsky, 2007). As informacdes térmicas
provindas da periferia sdo, entdo, comparadas com a temperatura estabelecida como
normal e, se necessario, a APOH envia sinais descendentes para os efetores
periféricos (Nagashima et al., 2000), a fim de evocar respostas comportamentais,
autonémicas, somaticas e hormonais que objetivam a manutencao e a estabilidade da
Tc (Boulant, 2000). Desta forma, para manter a normotermia, sinais eferentes
originados na APOH regulam a taxa de dissipacao de calor através da superficie
corporal e o0 metabolismo em tecidos termogénicos especificos (Morrison et al., 2008).
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1.1.1 Termorregulacao em ambientes quentes

Quando ha exposicdo a ambientes quentes inicia-se o processo de sudorese
(Sessler, 2009), que € um importante mecanismo de dissipacado de calor em humanos,
juntamente com o relaxamento dos musculos piloeretores, permitindo maior circulagao
de ar sobre a pele (Gavva, 2008). Adicionalmente, respostas comportamentais
contribuem para a perda de calor (Boulant, 2000).

O ténus vasomotor também exerce fungao relevante na termorregulagdo. Em
ambientes quentes ocorre vasodilatagdo e consequente aumento da perfusdo da pele,
facilitando a perda de calor, ja que o sangue transporta o calor do centro do corpo para
a pele (Gavva, 2008).

Além disso, espécies como os ratos facilitam a perda de calor espalhando saliva
na sua pele, em uma reacao conhecida como “grooming” (Stricker e Hainsworth, 1970).

1.1.2 Termorregulacao em ambientes frios

A termogénese adaptativa em mamiferos € definida como a produgao de calor
em resposta a variagdo da temperatura ambiental, a qual protege o organismo contra a
exposicao ao frio. O principal componente efetor desta resposta é o sistema nervoso
simpatico, o qual inerva alvos termogénicos como o tecido adiposo marrom (TAM) e o
musculo esquelético (Lowell e Spiegelman, 2000).

Embora a APOH exerca um papel semelhante em todos os mamiferos, os meios
pelos quais a normotermia é alcancada diferem entre as espécies (DiMicco et al., 2006).
Em ratos, por exemplo, a normotermia em um ambiente frio € mantida, em parte,
através da vasoconstricdo cutanea e da ativacao metabdlica do TAM, sendo este ultimo
0 mecanismo mais importante para produgdo de calor em roedores (Cannon e
Nedergaard, 2004). Embora Nedergaard e colaboradores (2007) tenham evidenciado a
presenca de TAM em regides como a do pescogo, supraclavicular e mediastinal em
humanos adultos, sua existéncia e significancia ainda sao alvo de controvérsias
(Dimicco e Zaretsky, 2007).
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A exposigdo a ambientes frios aumenta a atividade simpética causando
vasoconstricdo, reduzindo o fluxo sanguineo para a pele, especialmente nas
extremidades do corpo (Gavva, 2008), a fim de minimizar a perda de calor para o
ambiente, através de conveccado (Thompson et al., 2005). Os neurbnios do nucleo
palido da rafe (NPR) do bulbo exercem papel importante na regulagcdo do metabolismo
mediado simpaticamente, bem como na termogénese no TAM (Madden e Morrison,
2010). De fato, € consenso de que o NPR ativa os neur6nios pré-ganglionares
simpaticos controlando respostas termorregulatérias como a vasoconstricao da pele,
respostas cardiovasculares e alteracées metabdlicas (Nakamura et al., 2004).

Estudo recente mostrou também o envolvimento de receptores serotoninérgicos
na regulacao da termogénese no TAM (Madden e Morrison, 2010).

Embora a vasoconstricdo represente um importante ajuste fisioldgico em
resposta ao frio, para manter o equilibrio térmico é necessario, também, que o corpo
aumente sua taxa de producado de calor, 0 que é obtido pelo tremor dos musculos
esqueléticos (Weller, 2005). Ha evidéncias de que esta reacao seja capaz de aumentar
a producao de calor do organismo em 15 a 50% (Mackowiak, 1997). A termogénese por
tremor é uma resposta involuntaria da musculatura esquelética (Weller, 2005), embora
possa ser inibida, em algum grau, por controle voluntario. H4 décadas a importancia do
hipotalamo posterior no controle do tremor tem sido evidenciada. Neste sentido,
acredita-se que neurdnios desta regido gerem sinais excitatérios estimulando o tremor
(Nagashima et al., 2000).

1.1.3 Envolvimento dos receptores de potencial transitério (TRP) na
termorregulacao

Como descrito previamente, para que a temperatura corporal dos mamiferos
mantenha-se relativamente constante, a percepcdo das temperaturas ambiental e
interna, bem como a transmissao destas informagcdes para o cérebro (Nakamura e
Morrison, 2008) sdo processos importantes.

Neste contexto, os mecanismos moleculares de termorrecepcao cutanea tém

sido recentemente investigados. Estudos tém sugerido que alguns dos receptores de
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potencial transitério (TRP) sao ativados por variacbes de temperatura, sendo
denominados receptores termo-TRP. Desses, o TRPV (receptor de potencial transitério
tipo vaniléide) 1, 2, 3 e 4 e 0 TRPM (receptor de potencial transitério tipo melastatina) 2,
4 e 5 s&o ativados pelo calor. Por outro lado, o TRPM 8 e o TRPA (receptor de potencial
transitorio tipo anquirina) 1 sdo ativados pelo frio (Patapoutian et al., 2003, Dhaka et al.,
2006, Caterina, 2007).

Embora alguns autores defendam que, pelo menos, os canais TRPM8 e TRPV1
sejam ativados por voltagem, ja& que uma mutacdo nos sensores de tensao da
membrana pode levar a alteracdo da sensibilidade térmica desses canais (Voets et al.,
2004), os mecanismos pelos quais o calor ou frio ativam esses canais idnicos ainda nao
foram completamente entendidos.

Sabe-se que os receptores TRP possuem diferentes limiares de ativacao
(Patapoutian et al., 2003) e, embora cada um deles seja ativado dentro de uma estreita
faixa de temperatura, a escala que eles podem abranger € muito extensa, indo do frio
ao calor nocivos (Romanovsky, 2007). O TRPV1, por exemplo, € um sensor de
temperatura alta, acima de 40°C (Caterina, 2007).

O envolvimento dos receptores TRP na termorregulacdo tem sido alvo de
diversos estudos. Gavva e colaboradores (2007) evidenciaram o papel do TRPV1 na
termorregulagéo de ratos através do bloqueio farmacologico deste receptor. No referido
ensaio, 0s animais desenvolveram hipertermia, a qual, segundo os autores, ocorreu
porgue na auséncia de sensores para temperatura alta, a temperatura ambiental é
percebida como mais fria do que verdadeiramente € e, assim, uma resposta
termorregulatéria proporcional é iniciada. Outro estudo demonstrou que a administracao
endovenosa ou intraperitoneal de AMGO0347, um antagonista TRPV1 altamente
especifico, induz hipertermia em ratos e camundongos. Além disso, este mesmo
antagonista ndo causa hipertermia em camundongos TRPV1” (Steiner et al., 2007).

Além disso, Dhaka e colaboradores (2006) evidenciaram que o receptor TRPM8
estd envolvido na deteccdo de temperaturas frias, j& que camundongos TRPM8"
mostraram nao ter preferéncia por uma zona térmica confortavelmente quente quando

expostos a ambientes frios.
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1.2 Febre como parte da resposta de fase aguda

A febre é definida como um aumento regulado da Tc central, desencadeada por
alteracdo no centro termorregulatério (Kluger, 1991, Boulant et al., 1997), a qual resulta
de complexa interacdo entre respostas neuroendocrinas, autonbdmicas e
comportamentais coordenadas pelo hipotalamo (Saper e Breder, 1994).

Embora a febre seja reconhecida, desde a antiguidade, como uma manifestacao
de infeccdo (Atkins, 1984), ela pode ocorrer durante doengas auto-imunes ou
neoplasicas, na trombose vascular, no infarto agudo do miocardio e no estresse, entre
outras condicdes (Blatteis, 2006).

Ha evidéncias de que quando uma resposta inflamatéria excede uma
intensidade-limite, quantidades significativas de mediadores enddgenos entram na
circulacao sistémica e sado disseminados a varios 6rgaos. Este resultado € um complexo
arranjo de reacdes sistémicas, coletivamente chamado de reacao ou resposta de fase
aguda, a qual é considerada a primeira linha de defesa do organismo (Zeisberger,
1999, Blatteis, 2006, Roth, 2006). Assim, é amplamente aceito que a febre é uma
alteragcdo neuroenddcrina caracteristica da reacdo de fase aguda (Blatteis e Sehic,
1997, Blatteis et al., 2005).

Os mastocitos, células sentinelas residentes em tecidos periféricos, quando
ativados nos tecidos infectados ou injuriados, desencadeiam a resposta de fase aguda
resultando em degranulacéo e liberacao de quimiocinas (Luster, 1998), além de fatores
de crescimento, citocinas, eicosandides, cininas, aminas biogénicas e neuropeptideos
(Roth et al., 2009). No local da inflamacéo esses mediadores produzem vasodilatacao e
aumento da permeabilidade vascular, promovendo extravasamento de plasma e de
fatores circulantes soluveis como imunoglobulinas e componentes da cascata do
complemento (Blatteis, 2006), que consistem de aproximadamente vinte proteinas
presentes no plasma sanguineo (Blatteis e Sehic, 1997). A resposta de fase aguda
inclui ainda alteragdes nas concentragdes plasmaticas de metais-tracos, proteinas de
fase aguda, horménios e uma série de sintomas nao-especificos de doenca chamados
de sickness behavior, os quais incluem o desenvolvimento de febre, perda de apetite,

diminui¢ao da atividade motora, entre outros sinais (Dantzer et al., 2000).
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O recrutamento de leucécitos € um dos eventos mais importantes na reagao de
fase aguda (Luster et al., 2005). Este processo compreende varias etapas, incluindo o
rolamento e a adesao inicial dos leucécitos, que é dependente de selectinas; a ativacao
leucocitaria induzida pelas quimiocinas; a adesao rigida mediada pelas integrinas e a
migragao transendotelial dos leucdcitos (Rao et al., 2007).

Dentro deste contexto, mediadores quimiotaticos liberados como o fator de
agregacao plaquetaria, os fatores da cascata do complemento (componentes 3b e 5a) e
quimiocinas auxiliam no recrutamento de neutréfilos circulantes, macrofagos residentes
e células dendriticas para o local da injuria, infecgdo ou inflamacéo (Dale et al., 2008).
Além disso, a expressdo de moléculas de adesdao como as selectinas, as integrinas e
as moléculas de adeséo intracelular (ICAMs) e vascular (VCAMs) é imprescindivel para
a ocorréncia de migracao leucocitaria (Luster et al., 2005).

As selectinas sao glicoproteinas de membrana pertencentes a trés grandes
familias: as L-selectinas, as P-selectinas e as E-selectinas (McEver, 2002), as quais sao
denominadas de acordo com o tipo celular no qual foram originalmente identificadas:
leucocitos, plaguetas e endotélio, respectivamente (Kelly et al., 2007). As selectinas
atuam em conjunto com outras moléculas para efetuar a adesao entre os leucécitos, as
plaquetas e as células endoteliais (Bevilacqua e Nelson, 1993). A existéncia de grande
afinidade das selectinas pelos carboidratos de superficie presentes nos leucécitos
facilitam as interagdes leucécito-endotélio, as quais formam-se e desfazem-se em
segundos, propiciando o rolamento dos leucdcitos circulantes ao longo da parede
vascular (McEver, 2002, Kelly et al., 2007).

A estabilizacao das ligacdes leucdcito-endotélio mediadas pelas selectinas e a
reducdo da velocidade de rolamento sdo efetuadas pelas integrinas (Carman e
Springer, 2003). A subunidade beta-2, comum a todas as integrinas, sdo expressas na
superficie dos neutréfilos e interagem com ligantes, particularmente com as ICAMs, que
estdo presentes na membrana da célula endotelial. Essas interagbes causam firme
aderéncia do neutrdfilo ao endotélio, a qual é necessaria para a subsequente diapedese
dos neutréfilos e quimiotaxia. Tanto a subunidade beta-2 das integrinas, quanto as
ICAMs estdo constitutivamente presentes sobre a superficie dos neutréfilos e células
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endoteliais, porém sua expressdo aumenta durante processos inflamatérios (Carlos e
Harlan, 1990).

Apo6s a aderéncia, os neutréfilos devem atravessar o endotélio para alcangar o
espaco extravascular inflamatorio, através da diapedese, processo rapido que perfaz
aproximadamente 90 segundos in vitro € no qual o leucécito estende-se por um
pseuddpodo. A diapedese também é facilitada pelas moléculas de adesdo plaqueta-
célula endotelial tipo 1 (PECAM-1), que estdo presentes na superficie lateral das
células endoteliais, bem como nos neutréfilos. Sua ligacdo diminui a adesdao do
neutréfilo a ICAM, resultando em inibicdo da aderéncia e promocgao da diapedese
(Muller, 2003). Evidéncias experimentais tém mostrado que os neutrofilos migram
através de estruturas juncionais especificas que unem as células endoteliais por suas
bordas (Huang et al., 1993).

= — — —_—
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Figura 1: Mecanismos de rolamento, aderéncia, diapedese e quimiotaxia de leucocitos. A inflamagao
induz migracao de leucécitos marginais seguida pelo desenvolvimento de interagbes fracas entre as
células endoteliais e os neutréfilos. Essas interagdes sdo mediadas pelas selectinas e seus ligantes, os
quais facilitam o rolamento dos neutrofilos. A aderéncia dos neutrofilos €, entdo, potencializada pelas
interacdes entre as beta-integrinas e as moléculas de adesao intercelulares (ICAMs). Os neutréfilos entao
migram para o sitio inflamatério por interagdes com moléculas quimioatrativas tais como as quimiocinas e
produtos bacterianos. [Modificado de Seely et al., (2003)]
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Os quimioatrativos, que sdao moléculas soluveis tais como alguns subprodutos
bacterianos, componentes da cascata do complemento e quimiocinas tém o papel de
atrair os leucécitos para os locais de injuria ou infec¢cdo. As quimiocinas constituem um
grupo de mais de quarenta peptideos, incluindo a interleucina-8 (IL-8), a proteina
inflamatéria de macrofagos (MIP) e a quimiocina regulada sob ativacdo, expressa e
secretada por células T normais (RANTES) (Zeisberger, 1999, Dale et al., 2008), as
quais possuem afinidades especificas para cada tipo de leucécito. Assim, a
caracteristica do infiltrado inflamatério dentro do tecido injuriado é determinada pelo tipo

de quimiocina secretada (Luster, 1998).

1.2.1 Participacao dos receptores TOLL-like

Uma vez alcangando o sitio inflamatério, os macréfagos, neutréfilos, células
dendriticas, linfécitos, natural killers ou a microglia no SNC reconhecem componentes
especificos dos microrganismos chamados de padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) através de receptores de reconhecimento de padrdes (Anderson,
2000). Os PAMPs sao produzidos pelos microrganismos patogénicos, mas nao pelas
células do hospedeiro (Takeda et al., 2003). Ha evidéncias de que grande parte dos
receptores de reconhecimento de padrdes pertengam ao grupo dos receptores TOLL-
like (TLRs) (Pavlov e Tracey, 2004). Essas proteinas possuem um Unico dominio
transmembrana e compartilham dominios extracelulares semelhantes, os quais séo
também similares ao dominio citoplasmatico do receptor da interleucina-1 (IL-1), o TIR
(regido homologa ao receptor Toll/IL-1) (Anderson, 2000).

Cada subtipo de receptor TLR reconhece padrées moleculares especificos, como
por exemplo, o TLR-4 detecta a porcao lipidica do lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e
o TLR-2 reconhece o zimosan, um polissacarideo presente na parede celular dos
fungos (Takeda et al., 2003). Quando em combinag¢do com o TLR-1, o TLR-2 reconhece
lipoproteinas triaciladas e, em conjunto com o TLR-6, detecta lipoproteinas diaciladas
de bactérias gram positivas (Baeuerle e Henkel, 1994).

Os TLRs, quando ativados, interagem com uma proteina adaptadora, a MyD88, a
qual recruta a proteina quinase associada ao receptor da IL-1 (IRAK) (Suzuki et al.,
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2002). A IRAK ¢é ativada por fosforilacao e entao liga-se ao fator associado ao receptor
do fator de necrose tumoral (TNF) (TRAF6) (Wu e Arron, 2003). Essa associagao induz
a ativacao de vias de sinalizagdo celular distintas como a via do fator nuclear kB (NF-
kB) e via das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs), tais como a quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) e a p38, regulando assim a expressao de
citocinas e co-estimuladores nas células imunoldgicas e ativando respostas
imunologicas adaptativas (Nathan, 2002).

O NF-xB é considerado o principal fator de transcricdo envolvido na resposta
inflamatoria, ja que é responsavel por estimular a expresséao de diversas proteinas pro-
inflamatoérias como as enzimas 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS) e ciclooxigenase-
2 (COX-2), além de quimiocinas, moléculas de adesao e citocinas (Nadjar et al., 2005),
Estas udltimas sdo comumente chamadas de pirégenos enddgenos (Kluger, 1991,
Luheshi e Rothwell, 1996, Dinarello et al., 1999) e fazem parte de um grupo de
proteinas soluveis que agem como reguladores humorais modulando a funcao de
células e tecidos (Roth et al., 2009). Segundo Zeisberger e Roth (1998), pirégeno € um
termo genérico que designa qualquer substancia, endégena ou exdgena, que induz
febre quando administrada dentro do organismo. Inimeros estudos tém evidenciado
que pirdgenos exdgenos, como as bactérias, quando em contato com o organismo do
hospedeiro, provocam febre por induzir a sintese de pirogenos enddégenos (Roth et al.,
2009).

1.2.2 Pir6genos enddégenos e PGE; na febre

O TNF-a, a IL-1B e a interleucina-6 (IL-6) constituem-se as principais citocinas
envolvidas na resposta pirogénica (Saper e Breder, 1994, Luheshi, 1998, Dinarello et
al., 1999). Evidéncias experimentais mostraram que o TNF-o e a IL-6 podem ser
detectados na corrente sanguinea apds estimulo inflamatério com LPS (Roth et al.,
1993) e que a administracdo sistémica de IL-1, TNF-a (Dinarello et al., 1986) e IL-6
(Blatteis et al., 1990) causam febre. Em outras pesquisas, o tratamento com antagonista

para o receptor da IL-1, anticorpos anti-TNF-o (Roth e De Souza, 2001) e anti-IL-6
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(Cartmell et al., 2000) atenuou a febre induzida por LPS. Além disso, camundongos que
nao expressam IL-1 ndo desenvolvem febre intensa (Kozak et al., 1998b).

Um significativo numero de estudos tem sugerido que as citocinas estimulam a
producao de prostaglandina E, (PGEy) na APOH (Blatteis e Sehic, 1997). Essa e outras
evidéncias experimentais suportam a idéia de que a PGE, é o mediador final da febre
no SNC (Roth et al., 2009). Por exemplo, a administragdo intracerebroventricular (i.c.v.)
de PGE; induz febre (Milton e Wendlandt, 1971) e seus niveis aumentam no sangue
(Milton, 1998) e no cérebro (Sehic et al., 1996) concomitantemente com o aumento da
temperatura corporal durante o processo febril. Além disso, drogas que blogueiam a
sintese de prostaglandinas também efetivamente inibem a febre (Milton, 1998,
Zeisberger, 1999, Roth e De Souza, 2001).

A PGE: é sintetizada a partir do acido araquidénico, o qual é liberado dos
glicerofosfolipidios de membrana pela acao hidrolitica da fosfolipase A, (Figura 2). Em
um segundo passo, 0 acido araquidbnico liberado é convertido em prostandides
intermediarios instaveis por acdo da prostaglandina H sintase, enzima chave na
biossintese de prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, a qual possui atividade
de ciclooxigenase (COX) e de hidroperoxidase (Kulmacz et al., 2003). O componente
COX incorpora oxigénio ao acido araquiddnico, convertendo-o a PGG, e a porgao
hidroperoxidase reduz hidroperdxidos como a PGG, ao seu alcool correspondente, a
prostaglandina H, (PGH.) (Roth, 2006). A PGH. €, entdo, convertida a cinco
prostanoides primarios (PGE,, PGl,, PGD,, PGF,, e tromboxano A,) por sintases
especificas (Hata e Breyer, 2004). A prostaglandina E-sintase (PGES) é responsavel
pela conversao da PGH, a PGE: (Blatteis et al., 2000, Aronoff e Neilson, 2001).
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Figura 2: Via da COX. [Modificado de Pecchi e colaboradores (2009)]

A COX esta presente sob trés isoformas: COX-1, COX-2 e COX-3, que é
derivada da COX-1 (Simmons et al., 2004). A COX-1 é expressa constitutivamente e
origina prostanoides importantes para fungées homeostaticas (Simon, 1999). Por outro
lado, a COX-2 é induzida por estimulos inflamatérios tais como as citocinas pirogénicas
IL-1B, TNF-a e IL-6 ou por LPS, embora existam evidéncias de que ela também seja
expressa constitutivamente no cérebro (Yamagata et al., 1993), rim (Harris et al., 1994)
e epitélio traqueal (Walenga et al., 1996). Estudos utilizando camundongos
geneticamente modificados que nao expressam os genes da COX-1 ou da COX-2
demonstraram que esta ultima € a isoforma responsavel pela produgdo de PGE;
hipotalamica durante a febre (Li et al., 1999). As células endoteliais microvasculares e
as células microgliais perivasculares sao responsaveis pela produgdo de PGE> no SNC,
expressando grandes quantidades da proteina COX-2 (Elmquist et al., 1997, Li et al.,
1999).
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Nas ultimas duas décadas, iniUmeras evidéncias sobre o papel mediador da
PGE; na febre tém sido relatadas (Coceani e Akarsu, 1998, Saper, 1998, Dinarello et
al., 1999). Pesquisas em modelos animais e humanos tém evidenciado que a COX-2
exerce papéis dinamicos na geragao da febre induzida por LPS, fermento e citocinas
(Simmons et al., 2000). Neste contexto, estudos utilizando roedores evidenciaram que a
COX-2 induz febre e que ocorre aumento na sua expressdo em tipos celulares
especificos do cérebro. A febre induzida por LPS, IL-1B e TNF-a é acompanhada por
inducdo de RNA mensageiro da COX-2 no endotélio cerebral de ratos (Quan et al.,
1998), especificamente nas células endoteliais das veias e vénulas e de artérias no
cérebro e cordao espinhal (Cao et al., 1997).

No processo febril, durante a sintese hipotalamica de PGE,, a COX-2 acopla-se
a PGE sintase microssomal (mPGES-1), formando um complexo. O fato de que ambas
enzimas sao induzidas por estimulos pirogénicos (Samuelsson et al., 2007) e que
camundongos que ndo as expressam sao incapazes de desenvolver febre (Li et al.,
2001, Engblom et al.,, 2003), constituem evidéncias experimentais que suportam a
participagdo das duas enzimas na sintese de PGE,. Além disso, estudos de
hibridizacao in situ mostraram que a expressao da COX-2 e da mPGES-1 aumenta nas
células endoteliais da barreira hemato-encefalica de ratos apds tratamento dos mesmos
com IL-1B (Ek et al., 2001).

A PGE, exerce suas agdes no hipotdlamo pela interagdo com, pelo menos,
quatro subtipos de receptores de membrana especificos, o EP¢, 0 EP,, 0 EP3 e 0 EP4
(Sugimoto, 2000, Oka, 2004), os quais sdo codificados por genes distintos (Negishi et
al., 1995). Estes receptores sdo acoplados a proteina G e apresentam sete dominios
transmembrana, possuindo diferentes perfis de transducdo de sinal e muitas vezes,
acoes celulares opostas (Hata e Breyer, 2004). Assim, o subtipo EP esta envolvido
com a mobilizacdo do caélcio intracelular através da ativacdo da fosfolipase C, via
proteina Gq (Narumiya et al., 1999). O receptor EP3, por sua vez, esta acoplado a uma
proteina Gi, inibindo a atividade da adenilato ciclase e reduzindo, consequentemente,
os niveis de AMP ciclico (Toh et al., 1995), o que parece estar envolvido na génese da
febre (Steiner et al., 2002). Ja o receptor EP, € 0o EP4 ativam a adenilato ciclase, via
proteina Gs (Narumiya et al., 1999).
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O subtipo EP3 é abundantemente expresso no soma e dendritos de neurbnios de
sub-regides especificas da APOH, o nucleo pré-éptico medial (NPOM) e a area pré-
optica medial (APOM) (Nakamura et al., 2000) e parece ser o principal receptor
prostaglandinérgico envolvido na génese da febre. Neste sentido, Ushikubi e
colaboradores (1998) evidenciaram que camundongos que nao expressam o receptor
EP3; ndo desenvolvem febre em resposta a injecéao periférica ou central de LPS, IL-1B
ou PGE,. Por outro lado, camundongos selvagens ou aqueles que nao expressam 0s
receptores EP¢, EP, e EP4 exibem semelhante aumento na temperatura corporal
quando injetados com o0s pir6genos citados acima. No entanto, estudo posterior
mostrou que camundongos deficientes do receptor EP4 exibiram atenuacao da febre
induzida por endotoxina (Oka et al., 2003a). Além disso, ensaios farmacologicos
utilizando agonistas e antagonistas dos receptores EP sugeriram envolvimento dos
subtipos EP¢ e EP3 na febre induzida por PGE, (Oka et al., 2003b) e IL-1B (Oka et al.,
1998).

1.2.3 Via simpatica eferente como efetora da febre e neurotransmissores

Como previamente descrito, a PGE2 ao ativar os receptores localizados nos
neurdnios, estimula o circuito neuronal da febre (EImquist et al., 1997, Matsumura et al.,
1998). O sistema nervoso simpatico participa desse circuito regulando a Tc (Nakamura
et al., 2004). Neste sentido, diversos estudos tém sugerido que a porcao rostral do
nucleo palido da rafe (NPR) e o nucleo magno da rafe (NMR) contém neurbnios que
medeiam a transmissdo dos sinais pirogénicos, desencadeados pela PGE,, da APOH
para os neurbnios pré-ganglionares simpaticos (NPSs) (Nakamura et al., 2002). Estes
ultimos, por sua vez, enviam as informagdes para os érgaos efetores termorregulatérios
através dos neurbnios poés-ganglionares (Nakamura et al.,, 2004). Dessa forma,
Nakamura e colaboradores (2005) sugeriram que os neurdnios da rafe representam os
neurdnios pré-motores simpaticos para a inducao da febre.

Os terminais axonais dos neurbnios da rafe estdo distribuidos na coluna de
células intermediolateral da medula espinhal toracica, onde se encontram os NPSs
(Nakamura et al., 2005). O glutamato é o neurotransmissor envolvido na sinapse
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excitatéria entre os neurdnios da rafe e os NPSs, participando tanto da inducao da febre
como da regulacao da Tc (Nakamura et al., 2004). Neste sentido, inUmeras evidéncias
tém suportado o envolvimento da via glutamatérgica na génese do processo febril. Lin e
colaboradores (1999) mostraram que a injecao sistémica de LPS induz a liberagdo de
glutamato e a expressao da proteina c-fos no nucleo do trato solitario de ratos. Outro
estudo sugeriu a participagdo dos receptores glutamatérgicos na resposta febril e
alteragdes comportamentais associadas com infeccdo por LPS em camundongos
(Weiland et al., 2006). Além disso, Huang e colaboradores (2001) evidenciaram que a
administracdo endovenosa de enterotoxina A produz febre e aumenta as concentracoes
de glutamato no 6rgao vasculoso da lamina terminal (OVLT) de coelhos. No mesmo
estudo, tanto o pré quanto o pés-tratamento dos animais com MK-801, um antagonista
de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, atenuou significativamente o aumento da
temperatura corporal e os niveis de glutamato.

Além do sistema glutamatérgico, aquele relacionado ao acido gama-
aminobutirico (GABA) também exerce papel importante na regulagdo da Tc (Nakamura
et al., 2002). Estudos tém mostrado que antagonistas do receptor GABAA provocam a
desinibicdo do rNPR e NMR, aumentando a atividade do TAM (Morrison et al., 1999) de
ratos, enquanto a administracdo de agonistas GABAa bloqueiam as agbes pirogénicas
da PGE,, provavelmente por suprimir a excitacdo dos neurbnios do rNPR. Essas
evidéncias experimentais sugerem que 0s neurfnios termorregulatérios da rafe séo
tonicamente inibidos por impulsos GABAérgicos oriundos da APOH e a liberagéo dessa
inibicao tonica, disparada pela PGE,, leva a estimulagéo do sistema simpético, a qual é
necessaria ao desenvolvimento da febre (Nakamura et al., 2002).

Recentemente, o papel do nucleo hipotalamico dorsomedial (HDM) na
termorregulacdo tem sido investigado (Cao et al., 2004). Acredita-se que o HDM
contenha neurbnios termogénicos e que sua atividade também seja controlada por
inibigao tonica GABAérgica (Nakamura et al., 2004, Nakamura et al., 2005). Além disso,
€ possivel que esses neurdnios sejam desinibidos em circunstancias nas quais a
termogénese seja requerida e enviem sinais excitatérios para que os neurbnios da rafe
estimulem o aumento da atividade no TAM (Madden e Morrison, 2003).
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Existem indicios de que a origem dos sinais ténicos GABAérgicos as regides da
rafe e HDM esteja nos neurénios da APOH que expressam receptores EP3, os quais
projetam-se diretamente ao rNPR e NMR e s&o positivos para um marcador neuronal
GABAérgico (Nakamura et al., 2002, Yoshida et al., 2003). Assim, a PGE,, ao ligar-se
nos receptores EP; na APOH, eliminaria a inibi¢gdo tonica GABAérgica dos neurdnios da
rafe e/ou do HDM, ativando-os e estes, por sua vez, enviariam sinais excitatérios para o
rNPR e NMR. Apesar das evidéncias que permitem propor possiveis rotas da APOH as
regides da rafe (figura 3), mais estudos sdo necessarios para caracterizar essas vias
(Nakamura et al., 2004).
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Figura 3: Vias neuronais eferentes envolvidas na febre induzida por PGE, na APOH. Em
condigdes livres de PGE, (normal), os neurbnios da porgao rostral do nucleo palido da rafe (rNPR) e do
nucleo hipotaldmico dorsomedial (HDM) estdo tonicamente inibidos por sinais dos neurénios da APOH

que expressam receptores EP3, 0s quais podem ser GABAérgicos; a PGE, que é produzida centralmente
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na infecgdo suprime o sinal tdnico dos neur6nios da APOH ativando o receptor EP3, e desinibe os
neurénios do rINPR e do HDM. A desinibicao dos neurdnios do HDM poderia ativar os neurénios do rNPR,
0s quais, por sua vez, estimulam o sistema nervoso simpatico e finalmente induzem febre. O receptor
EP; é geralmente considerado um receptor supressor por estar acoplado a uma proteina inibitéria ligada
ao GTP. Note que a projecao dos neurdnios que expressam o receptor EP; da APOH ao HDM ainda néo
foi estabelecida. Os circulos azuis, vermelhos e pretos denotam corpos celulares de neurénios inibitérios
ativados, neurdnios excitatérios ativados e neurbnios suprimidos, respectivamente. [Modificado de
Nakamura et al., 2002].

Ha décadas vém sendo evidenciado o envolvimento da norepinefrina (NE) na
febre induzida por varios estimulos. Em porcos da india, por exemplo, a sua
administracao na APOH induz aumento da temperatura corporal (Zeisberger, 1999). A
estimulacao elétrica das vias noradrenérgicas ascendentes no tronco encefalico induz o
mesmo resultado (Szelenyi et al., 1976), enquanto a simpatectomia quimica abole esta
resposta (Szelenyi et al., 1977). A febre induzida por NE injetada
intracerebroventricularmente em gatos pode ser prevenida por aspirina, sugerindo que
a sua acao hipertérmica pode ser exercida através da PGE; (Lin, 1976), enquanto outro
estudo ndo encontrou nenhuma interagcdo mutua entre a NE e a PGE> (Myers e Waller,
1976).

Durante o processo de inducdo da febre, os pirbgenos ativam as vias
noradrenérgicas no cérebro (Dunn e Wang, 1995) e a NE ¢ liberada na APOH (Linthorst
et al.,, 1995). Neste sentido, Wieczorek e Dunn (2006) demonstraram que a
administracao i.p. de IL-13 induz febre em ratos, a qual é acompanhada de aumento
concomitante da liberacdo de NE no hipotalamo medial e das concentracoes
plasmaticas do horménio adrenocorticotropico (ACTH). Segundo os mesmos autores, 0
pré-tratamanto com indometacina, um inibidor da COX, previne o aumento da
temperatura corporal e da liberacdo de NE e somente atenua o aumento do ACTH,
indicando a existéncia de uma relacdo entre a liberacdo de NE, a ativacdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) e a temperatura corporal.

O envolvimento do sistema opidide no controle da Tc e na febre tem sido,
também, alvo de investigacdo. A naloxona, um antagonista ndo especifico e o CTAP
(D-Phe-Cys-Try-D-Trp-Arg-Thr-Pen-Thr-NH,), antagonista especifico dos receptores pu-
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opidides bloqueiam a febre induzida por LPS (Blatteis et al., 1991). Estudo recente
mostrou que camundongos que nao expressam o0 receptor u-opidide ndao desenvolvem
febre apdés administracdo prévia de LPS (Benamar et al., 2005). Estes resultados
sugerem que a ativacao do sistema opidide € necessaria para o desenvolvimento da
febre ap6s administragao do LPS.

Fraga e colaboradores (2008) mostraram que a administracdo s.c., i.c.v ou intra-
hipotalamica de morfina produz aumento dose-dependente na Tc, o qual foi abolido
pelo CTAP. Além disso, os mesmos autores verificaram que o antagonista supracitado
reduz a febre induzida pela inje¢cdo i.c.v. de TNF-a, IL-6, endotelina-1 e proteina
inflamatoéria de macréfagos (MIP), mas néo € capaz de interferir na febre causada por
IL-1B e PGE,. Outro estudo evidenciou previamente que antagonistas opidides sao
capazes de reverter a febre induzida por IL-1B (Tsai et al., 2003). Assim, dados
conflitantes mostram que ndo ha consenso entre os autores quanto a contribuicao dos

opidides enddgenos na febre.

1.2.4 Transmissao do sinal inflamatoério para o cérebro: vias humoral e neural

Sabe-se que as citocinas ndo atuam somente na periferia para coordenar a
reacao de fase aguda, mas também no cérebro para induzir febre, ativar o eixo HHA e
desenvolver comportamentos de doenca (Dantzer et al., 2000). No entanto, os
mecanismos que permitem a esses peptideos hidrofilicos, com peso molecular variando
entre 15 e 25 Kd, estimular as estruturas termorregulatérias hipotalamicas ndo estao
completamente esclarecidos (Blatteis et al., 2000, Roth et al., 2009).

Alguns autores defendem que as citocinas seriam transportadas pela corrente
sanguinea, podendo agir nos érgaos circunventriculares, que sao estruturas cerebrais
cujas células estdao em contato com o sistema cerebroventricular e que possuem densa
vascularizagao e falhas na barreira hematoencefélica (BHE) (Roth et al., 2009). Dentre
0s Orgaos circunventriculares destaca-se o OVLT, estrutura adjacente a APOH, que
possui capilares com endotélio fenestrado (Roth et al., 2004). Nestas estruturas, as
citocinas induziriam a sintese e liberacdo de PGE, a qual poderia difundir-se livremente
pelo parénquima cerebral alcangando estruturas como a APOH para induzir febre e o
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nucleo paraventricular do hipotalamo (NPH) para ativar o eixo HHA (Dantzer et al.,
2000). Também foi proposto que as citocinas poderiam ligar-se aos seus receptores
especificos nas células endoteliais da microvasculatura cerebral (Matsumura e
Kobayashi, 2004) ou da microglia perivascular ou em macréfagos de meninges (Schiltz
e Sawchenko, 2003) e, a partir dessa interacao, estimular sua auto-liberagdo no interior
do SNC. Essa liberacdo ativaria as células adjacentes, disseminando o sinal
imunologico no cérebro (Matsumura e Kobayashi, 2004).

A hipotese humoral descrita acima comegou a ser questionada quando
pesquisadores apontaram a existéncia de citocinas (Gatti e Bartfai, 1993) e de seus
receptores especificos dentro do SNC (Cunningham e De Souza, 1993). Além disso,
estudos demonstraram que as citocinas expressas no cérebro sdo as mesmas
identificadas na periferia (Dantzer et al., 2000) e que o bloqueio das acbdes desses
mediadores no cérebro inibe a resposta do hospedeiro a infecgao (Kent et al., 1992).

Dentro deste contexto, outros mecanismos foram propostos a fim de explicar
como o0s pirbgenos endogenos sinalizam as estruturas termorregulatérias
hipotalamicas. Alguns estudos sugeriram que as citocinas poderiam ser ativamente
transportadas através da BHE por carreadores especificos (Banks et al., 1995). No
entanto, algumas evidéncias experimentais contribuiram para a pouca aceitacdo desta
hip6tese, como por exemplo, a identificagdo imprecisa desses transportadores ou a
falta de correlagdo entre os niveis de citocinas circulantes e o comportamento de
doenca (Dantzer et al., 2000). Além disso, o curso temporal e a quantidade de citocinas
carreadas nao justificam o inicio rapido da febre, principalmente apds sua indugéao
experimental através de administragdo intravenosa de pirdégenos (Blatteis, 2006). A
resposta febril ao LPS, por exemplo, possui uma laténcia muito curta, em torno de 10
minutos e manifesta-se de forma bi- ou multifasica (Romanovsky et al., 1998), sendo
que a primeira dessas fases parece ser iniciada antes do aparecimento de quantidades
suficientes de citocinas pirogénicas no sangue (Cannon et al., 1993, Blatteis e Sehic,
1997). De fato, os fagdcitos mononucleares ndao possuem um estoque de citocinas
disponivel para liberacdo imediata, exceto os mastécitos, que armazenam TNF-a e IL-6

em pequenas quantidades (Malaviya e Georges, 2002).
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Uma teoria envolvendo os neurdnios aferentes foi, entdo, proposta a fim de
explicar como a mensagem pirogénica seria transmitida de forma rapida da periferia
para o cérebro. Neste sentido, Morimoto e colaboradores (1987) ja especulavam que 0s
nervos periféricos ocupavam papel de destaque no processo febril. A partir de entao,
diversos estudos evidenciaram que a febre poderia ser atenuada ou prevenida através
da resseccao cirurgica do ramo abdominal do nervo vago (Watkins et al., 1995, Blatteis
e Sehic, 1997, Dantzer, 2001). Simons e colegas (1998) mostraram que a vagotomia
hepatica seletiva inibe 0 aumento da Tc e dos niveis de PGE: pré-6ptica induzidos por
LPS em ratos e cobaias. Em outro estudo, a administracdo de IL-1 na veia porta de
ratos foi capaz de aumentar a taxa de disparo dos aferentes vagais hepaticos (Niijima,
1996). Além disso, a vagotomia subdiafragmatica mostrou inibir a expressao da
proteina c-fos nas areas cerebrais que sao ativadas em resposta a administracao
sistémica de LPS (Wan et al., 1994). Diante desses resultados, sugeriu-se que o LPS
ativaria os macréfagos hepaticos ou células de Kupffer (cK) causando a liberacao de
citocinas periféricas, as quais ativariam os aferentes vagais hepaticos, transmitindo
rapidamente a mensagem pirogénica a APOH (Blatteis et al., 2004, Blatteis et al.,
2005). De fato, foram identificados receptores para IL-1B no paraglanglio abdominal do
nervo vago (Goehler et al., 1999).

No entanto, a existéncia de receptores para a PGE, nos neurbnios sensoriais
vagais levou alguns pesquisadores a sugerir que este mediador inflamatério seria o
responsavel pela ativacao vagal (Oka, 2004). Além disso, logo apdés a administracao
e.v. de LPS niveis elevados de PGE> podem ser detectados no sangue venoso de
coelhos (Rotondo et al., 1988), cobaias (Perlik et al., 2005) e em ratos (Steiner et al.,
2006). Ainda neste contexto, evidenciou-se que o LPS alcanca o figado através da
corrente sanguinea, onde interage com as cK através da proteina ligante de LPS (LBP),
formando o complexo LPS-LBP, o qual liga-se aos receptores TLR4 e/ou CD-14. O
estimulo pirogénico também induz a liberacéo de fatores do complemento, como o C5a,
que estimulam as cK a produzir e liberar PGE, (Blatteis et al., 2004). De fato, essas
células expressam constitutivamente ambas isoformas da COX e evidéncias
experimentais mostram que a sintese e liberagdo de PGE; na corrente sanguinea

ocorre em correlagdo temporal com a febre apés administracao e.v. de LPS (Li et al.,
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2006). Finalmente a PGE: periférica estimularia os aferentes vagais hepaticos, de forma
que a mensagem pirogénica seria transmitida a APOH provavelmente através do nucleo
do trato solitatio (NTS) (Wan et al., 1994).

1.2.5 Producao de Espécies Reativas

Apés alcangar os tecidos infectados, os leucécitos ativados promovem a
resposta inflamatéria localizada, liberando metabdlitos téxicos como as proteases, as
espécies reativas de oxigénio (EROs) e as espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
(Nathan, 2002).

As EROs consistem de moléculas contendo elétrons desemparelhados como o
anion superéxido (O.") e o radical hidroxila (OH®) e de moléculas que apresentam
propriedades oxidantes mas que nao possuem elétrons livres, como por exemplo o
peroxido de hidrogénio (H202) e o &cido hipocloroso (HOCI) (Klebanoff, 1980). Por outro
lado, o peroxinitrito (ONOQO") constitui-se a principal ERN (Ding et al., 1988).

Os neutréfilos possuem um complexo enzimatico transmembrana denominado
nicotinamida adenina dinucleotideofosfato (NADPH)-oxidase, cuja ativagao da inicio a
producao de grandes quantidades de EROs. Este sistema é responsavel pela “explosao
respiratoria”, ou seja, o consumo de oxigénio pelas células fagociticas € aumentado
cerca de trés vezes durante a ingestdo de microrganismos (Babior et al., 2002). A
NADPH-oxidase catalisa a reducdo do oxigénio molecular a O,", as custas da oxidacdo
do NADPH citoplasmatico. O superdxido produzido é, entdo, liberado no meio
extracelular ou é mantido no interior de um fagossomo (Bedard e Krause, 2007). O
fagossomo € uma estrutura resultante da unidao do vacuolo fagocitico com um granulo
intracelular que contém, na membrana, a NADPH-oxidase e, no seu interior, inUmeras
enzimas com atividade antimicrobiana. No fagossomo o superéxido é convertido a
outras espécies reativas potencialmente mais téxicas como o H.O. e o ONOO
(Kobayashi et al., 2003).

Além da NADPH-oxidase, os fagécitos contém sistemas enzimaticos adicionais
que sao capazes de gerar EROs como produtos das reagdes de transferéncia de

elétrons durante a cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, cujo mecanismo
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envolve a reducdo do oxigénio a O,". No entanto, como os neutréfilos possuem
relativamente poucas mitocdndrias, a importdncia dessas organelas como fonte de
EROs ainda nao foi estabelecida (Fialkow et al., 2007).

O metabolismo do acido araquiddnico catalisado pelas COXs e lipoxigenases
também gera EROs. Durante acao da prostaglandina H sintase, equivalentes oxidantes,
primariamente na forma de O,", séo liberados pela atividade hidroperoxidase desta
enzima através de reacdes dependentes da presenca do substrato redutor NADH ou
NADPH. De forma semelhante, a 5-lipoxigenase também pode produzir O," (Fialkow et
al., 2007).

A mieloperoxidase, enzima secretada principalmente por neutréfilos ativados,
catalisa a conversdo do H>O, a HOCI (Kobayashi et al., 2003), bem como a oxidagao
da tirosina a radical tirosil usando o H>.O, como agente oxidante. Ambos produtos sdo
citotéxicos, contribuindo para a destruicdo de microrganismos invasores (Heinecke et
al., 1993). Os neutréfilos também expressam enzimas do complexo do citocromo P450,
o qual é fonte de EROs como H.O, e O," (Fialkow et al., 2007).

Ha evidéncias de que as EROs exercem papel importante na modulagdo de
outros mediadores inflamatdérios, por exemplo, a expressao de moléculas de adesao no
endotélio e células, afetando o recrutamento celular para os sitios de inflamagao
(Fraticelli et al., 1996). As EROs também aumentam a expressdo de quimiocinas e
citocinas (Bogdan et al., 2000). Acredita-se que, ao menos, parte desses efeitos
resultem da habilidade das EROs em estimular a atividade das MAP-quinases, que leva
a ativacdo de varios fatores de transcricdo. E possivel que as EROs intracelulares
possam agir como segundos mensageiros na transuc¢ao do sinal inflamatério (Guzik et
al., 2003).

A 6xido nitrico sintase (NOS) converte a L-arginina e o oxigénio molecular a L-
citrulina e 6xido nitrico (ON®), na presenca de cofatores como a NADPH (MacMicking et
al., 1997). As trés principais isoformas conhecidas da NOS possuem estrutura
molecular semelhante, requerem multiplos cofatores e foram denominadas de acordo
com o tipo celular no qual elas foram primeiramente isoladas (Guzik et al., 2003). As
isoformas da NOS consideradas constitutivas sdo a neuronal (nNOS) e a endotelial

(eNOS), as quais sdo ativadas pelo influxo de Ca?*, ligando-se & calmodulina. No
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entanto, estudos identificaram NOS constitutiva, dependente de Ca?*, também em
timécitos de ratos (Cruz et al.,, 1998), em monécitos e macréfagos humanos e em
linfécitos T e B (Reiling et al., 1996). Por outro lado, a NOS de macréfagos e neutréfilos
(mNOS) ¢é induzida pelas citocinas e por outros estimulos inflamatérios, sendo que sua
atividade independe de Ca?* (MacMicking et al., 1997, Bogdan et al., 2000).

O NO® formado pela eNOS é responsavel pela manutencdo do baixo tdnus
vascular e também por prevenir a adesdo de leucdcitos e plaquetas as paredes
vasculares (Ignarro, 2000). Por sua vez, o NO® gerado pela agdo da nNOS pode agir
como um neuromodulador ou neuromediador em alguns neurbnios centrais e em
terminais nervosos periféricos. J& o NO® formado pela NOS induzivel exerce diversas
funcbes na resposta inflamatéria, entre elas contribuir para a morte microbiana (Guzik et
al., 2003).

O NO’ pode afetar diversas respostas celulares e apresentar efeitos pré- ou
antiinflamatérios, como por exemplo, inibindo a adesao leucocitaria. Fisiologicamente
podem ocorrer interagdes importantes entre o NO* e as EROs. O NO* pode combinar-se
com o O,", formando ONOO’, composto que medeia os efeitos citotoxicos do NO®, tais
como danos ao DNA (Guzik et al., 2003).

Como evidenciado acima, a geracao de espécies reativas em um processo
inflamatorio contribui para a transdugéo do sinal inflamatério, além de levar a producao
de citocinas e a eliminagcéo de agentes patogénicos (Fialkow et al., 2007). No entanto, o
excesso desses intermediarios pode causar estresse oxidativo, que leva a dano tecidual
com peroxidacao lipidica e desintegracédo estrutural de proteinas e acidos nucléicos
(Cooke et al., 2003).

1.2.6 Febre: beneficios versusriscos
Embora a febre seja considerada uma resposta limitada aos mamiferos e
passaros, muitos outros animais, incluindo vertebrados ectotérmicos, artropodes e

anelideos aumentam sua temperatura central em resposta a infeccao (Kluger et al.,

1996). Desta forma, considera-se que a febre seja filogeneticamente antiga (Hasday et
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al., 2000) e beneficie o hospedeiro, ja que se manteve dentro do processo evolutivo
(Kluger, 1991, Zeisberger, 1999)

Nas ultimas duas décadas, inumeros estudos tém descrito que a febre aumenta
a eficiéncia do sistema imunolégico. Durante o processo febril ocorre aumento na
fagocitose e na mobilidade e atividade leucocitaria (ElImquist et al., 1997), estimulagéao
da producéo e liberacdo do interferon-o e ativagdo dos linfocitos T (Kluger, 1991,
Zeisberger, 1999), os quais exercem importantes atividades antiviral e antitumoral
(Rowsey, 1997).

Outras evidéncias mostram que a febre diminui o crescimento de bactérias
dependentes de ferro (Blatteis, 2003). Além disso, alguns estudos defendem que
elevagbes moderadas da temperatura corporal durante infecgdes reduzem a taxa de
mortalidade de lagartos, de camundongos e de cédes recém-nascidos (Kluger et al.,
1998, Hasday et al., 2000).

Assim, ha inumeras evidéncias de que a febre € um importante mecanismo de
defesa que contribui para a habilidade do hospedeiro em resistir a uma infeccéao
(Kluger, 1991, Hasday et al., 2000), no entanto tem sido sugerido que o aumento da Tc
a niveis febris pode ser prejudicial em algumas situagbes (Zeisberger, 1999, Hasday et
al., 2000). De fato, o aumento da demanda metabdlica necessario para gerar e manter
a temperatura febril pode ser maléfico aos individuos que possuem doencgas
cardiovasculares e pulmonares (Plaisance e Mackowiak, 2000). Nesses casos, a
demanda metabdlica requerida pelo processo febril pode exceder a capacidade
cardiopulmonar, resultando em isquemia de tecidos essenciais (Hasday et al., 2000).
Zeiner e colaboradores (2001) evidenciaram que o aumento da Tc é desfavoravel para
a recuperacao neuroldgica funcional apdés uma parada cardiorrespiratéria.

Varias evidéncias oriundas de ensaios animais e estudos clinicos tém sugerido
que a elevagado da Tc exacerba o dano neuronal ap6s traumatismo cranio-encefalico
(TCE) ou acidente vascular encefalico (AVE) (Hajat et al., 2000). Neste sentido, a febre
aumenta as concentragbes de glutamato (Adachi et al., 1995), do GABA e de glicina
(Ginsberg e Busto, 1998), além de induzir aumento da producado de espécies reativas
apdés AVE (Globus et al, 1995) e TCE, aumentando o dano neuronal e,

consequentemente, a recuperagcdo neurologica (Hajat et al., 2000). Além disso, a
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ocorréncia e duracdo da febre estdo associadas a permanéncia prolongada desses
pacientes na unidade de tratamento intensivo (Stocchetti et al., 2002).

Durante o processo febril, a expressdo exacerbada de TNF-a, particularmente
quando associada a niveis aumentados de IL-1B e interferon-gama (IFNvy) pode levar a
injuria tecidual, faléncia de multiplos érgéaos, choque séptico e morte (Tracey e Cerami,
1994).

Outro risco associado a febre refere-se a progressiva redugao na afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio. O aumento da Tc diminui a carga de oxigénio para os
pulmdes e assim pode reduzir sua liberacao para os tecidos (Hasday et al., 2000).

A febre pode causar convulsées em criangas (Aronoff e Neilson, 2001),
particularmente entre 3 meses e 5 anos de idade (Plaisance e Mackowiak, 2000).
Evidéncias apontam que a elevacdao da temperatura central pode aumentar a taxa,
magnitude e sincronicidade dos disparos neuronais, levando a convulsées (Fukuda et
al., 1997), as quais tém sido associadas ao posterior desenvolvimento de epilepsia
nessas criangas (Dube et al., 2007).

Portanto, nas situacbes clinicas em que os riscos associados a febre
ultrapassam seus beneficios, o tratamento antipirético € indicado (Outzen, 2009).

1.3 Atividade bioldgica de derivados pirazolinicos

Os derivados pirazolinicos sao drogas de origem sintética que possuem um anel
pirazol em sua estrutura, o qual € um heterociclo composto por cinco membros,
contendo dois atomos de nitrogénio nas posicdes 1 e 2 do anel (Figura 4). Estudos tém
mostrado que diversos compostos desta classe apresentam atividade antiinflamatoria,
analgésica e antipirética (Borne, 1995, Gursoy et al., 2000), entre outras.
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Figura 4: Estrutura quimica do anel pirazol

Em 1884, na tentativa de sintetizar derivados quinolinicos com atividade
antipirética, o quimico alemao Ludwig Knorr obteve a antipirina, composto com
propriedades analgésica, antipirética e anti-reumatica, porém muito téxico. Mais tarde
sintetizou-se um derivado da antipirina, a aminopirina, um analogo mais potente que foi
utilizado durante muitos anos como analgésico e antipirético na Europa e Estados
Unidos, até que fossem relatados casos de agranulocitose fatal associados ao seu uso
(Borne, 1995). Devido a essa grave reagdo associada, houve pouco interesse pela
pesquisa de novos compostos pirazolinicos até meados de 1940, quando entédo foi
sintetizada uma série de pirazolidinodionas menos téxicas (Insel, 1996).

A fenilbutazona é o representante mais importante da classe dos derivados
pirazolinicos e embora o seu emprego na artrite, a partir 1952, tenha representado um
marco no tratamento desta doenca, efeitos colaterais importantes como nauseas,
desconforto epigastrico e vomito foram relatados com frequéncia. Além disso, alguns
casos de agranulocitose associados também foram registrados (Insel, 1996).

A dipirona (Figura 5), um derivado pirazolinico com atividade antipirética e
analgésica (Brune e Alpermann, 1983, Brogden, 1986) foi obtida em 1921 pelo
laborat6rio Hoechst através da substituicdo de uma das metilas do grupo amino da 5-
pirazolona por metilenosulfoxilato de sédio. Essa droga foi introduzida comercialmente
em 1922, sendo denominada genericamente de metamizol e ganhou popularidade nos

paises em desenvolvimento e na Europa principalmente devido ao seu baixo custo e
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alta eficacia (Arellano e Sacristan, 1990). A dipirona é utilizada atualmente em diversos
paises europeus como Inglaterra e Espanha (Hedenmalm e Spigset, 2002), além do
México e Brasil (Brune e Hinz, 2004). Seu uso clinico foi proibido nos Estados Unidos e
em alguns outros paises quando casos de agranulocitose foram associados ao seu uso
(Insel, 1996). No entanto, estudos mostram que a incidéncia deste efeito adverso é
muito baixa (Ibanez et al., 2005). Além disso, o paracetamol e o acido acetilsalicilico
(AAS), outros analgésicos bastante utilizados na clinica, também provocam efeitos
adversos graves como sangramento, Ulceras, gastrite, necrose hepatica e Sindrome de
Reye (Belay et al., 1999).
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Figura 5: Estrutura quimica da dipirona

Desde o surgimento da dipirona, inUmeros derivados pirazolinicos tém sido
sintetizados e estudados. Em 1969, evidenciou-se as atividades antinociceptiva,
antipirética e antiinflamatéria do 1-(4-metdxi-6-metil-2-pirimidinil)-3-metil-5-metoxipirazol
e de 43 andlogos deste composto (Oshima et al., 1969), alguns deles sendo
equipotentes a aminopirina.

O composto FR140423 (3-(difluormetil)-1-(4-metoxifenil)-5-[4-(metilsulfinil) fenil]
pirazol) apresenta acao antinociceptiva e antiinflamatdria, inibindo seletivamente a
COX-2 (Ochi et al, 1999). Outro composto testado pelo mesmo grupo de
pesquisadores foi o FR188582 (3-cloro-5-[4-(metilsulfonil)fenil]-1-fenil-1H-pirazol), o
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qual mostrou-se também um inibidor altamente seletivo da COX-2, sendo mais potente
que a indometacina contra o edema de pata induzido por adjuvante completo de Freund
(CFA) e ndo causou lesdo gastrica em ratos apés 10 dias de tratamento (Ochi et al.,
2001).

O celecoxib, composto pirazolinico trifluoro-substituido pertencente a classe dos
antiinflamatérios ndo-esteroidais, e o rofecoxib sao inibidores seletivos da COX-2, os
quais possuem potente atividade antipirética (Simmons et al., 2000).

Além do exposto acima, inumeros estudos tém relatado outras propriedades
farmacoldgicas para compostos que contém um anel pirazol, por exemplo, atividade
antimicrobiana (Bekhit e Abdel-Aziem, 2004), antidepressiva e anticonvulsivante
(Ozdemir et al., 2007).

Assim, frente as diversas pesquisas que confirmam a efetividade biologica dos
pirazéis, torna-se evidente que os derivados pirazolinicos representam uma classe
promissora de compostos. Neste sentido, o Laboratério de Neurotoxicidade e
Psicofarmacologia (LABNEURO), em parceria com o Nucleo de Quimica de
Heterociclos (NUQUIMHE) da Universidade Federal de Santa Maria, vem buscando
obter novos compostos com atividade biolégica. Diversas moléculas ja foram
investigadas pelo grupo, dentre elas alguns compostos destacaram-se por seu
potencial antinociceptivo, antiinflamatdrio e antipirético em modelos animais.

A administracdo s.c. ou i.c.v. de 3-metil-5-hidroxi-5-triclorometil-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboxiamida (MPCA) e de 3-fenil-5-hidréxi-5-triclorometil-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboxiamida (FPCA) reverte a febre induzida por LPS em camundongos
(Souza et al., 2002) e por Saccharomyces cerevisiae (fermento de padeiro) em ratos
(Tomazetti et al., 2005). Estudo realizado anteriormente com 0s mesmos compostos ja
havia evidenciado seu potencial antinociceptivo na fase neurogénica e inflamatéria do
teste de formalina em camundongos (de Souza et al., 2001) e Godoy e colaboradores
(2004) mostraram que estas moléculas também apresentam efeito antinociceptivo no
teste das contorcbes abdominais induzidas por acido acético. Assim como o MPCA e
FPCA, o derivado pirazolinico 2-[5-triclorometil-5-hidroxi-3-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
il]-4-(4-bromofenil)-5-metil tiazol (B50) apresentou agdo antinociceptiva no teste das
contor¢cdes abdominais (Prokopp et al., 2006).
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Outros compostos pirazolinicos como 3-etoximetil-5-etoxicarbonil-1-metil-1H-
pirazol (PZ2) e seu analogo 3-etoximetil-5-etoxicarbonil-1-fenil-1H-pirazol (PZ3)
induzem antinocicepgao no teste da imersao da cauda (Tabarelli et al., 2004). Por sua
vez, 0 4-metil-5-trifluorometil-5-hidroxi-4,5-diidro-1H-pirazol metil ester (MPF4)
apresentou efeito antinociceptivo sobre a alodinia mecanica induzida por CFA em
camundongos (Milano et al., 2008a). No entanto, sua possivel atividade antipirética
ainda nao foi investigada.

Recentemente a acgao antinociceptiva e antiinflamatéria de uma série de 5-
hidroxi-5-trifluorometil-4,5-diidro-1H-carboxiamida pirazéis substituidos foram avaliadas
(Sauzem et al., 2008). Neste estudo, os autores verificaram que os compostos inibiram
a nocicepgao no teste da formalina em camundongos e o edema de pata induzido por
carragenina. Posteriormente, os mesmos autores mostraram que 3Et-TFDP e 4Me-
TFDP produziram antinocicepcao no modelo de artrite induzida por CFA (Sauzem et al.,
2009). No entanto, a possivel atividade antipirética destes compostos nao havia sido
avaliada.

Considerando os efeitos descritos para estes compostos, nds decidimos
investigar se a série de oito 5-hidroxi-5-trifluorometil-4,5-diidro-1H-carboxiamida pirazois
substituidos possuiam atividade antipirética na febre induzida por fermento de padeiro
(S. cerevisiae) em ratos jovens, modelo padronizado pelo nosso grupo (Tomazetti et al.,
2005). Além disso, avaliamos seu potencial antiinflamatério no modelo de inflamagéao

peritoneal induzida pelo mesmo estimulo inflamatério.
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2. OBJETIVOS
Objetivo Geral

O presente estudo visa avaliar o potencial antipirético e antiinflamatério de
alguns derivados 5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-1-pirazol-1-carboxiamida em ratos.

Objetivos Especificos

Capitulo 1

- Avaliar o efeito da administragdo subcutanea de derivados pirazolinicos sobre a
temperatura corporal de ratos jovens.

- Avaliar o efeito da administragdo subcutanea de derivados pirazolinicos sobre a
febre induzida por S. cerevisiae.

- Comparar o efeito antipirético dos derivados pirazolinicos selecionados com
aquele da dipirona, um antipirético classico.

- Avaliar o efeito dos derivados pirazolinicos selecionados sobre o aumento da
migracao leucocitaria no fluido peritoneal induzido pela administragdo de S. cerevisiae.

- Avaliar o efeito dos derivados pirazolinicos selecionados sobre o aumento dos
niveis de TNF-a e IL-1B no fluido peritoneal induzido pela administragdo de S.
cerevisiae.

- Avaliar o efeito dos derivados pirazolinicos selecionados sobre a atividade da
COX.

- Avaliar o potencial antioxidante dos derivados pirazolinicos selecionados.

Capitulo 2

- Investigar se o tratamento com os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e
3Pr-TFDP inibe o0 aumento na migragao leucocitaria para a cavidade peritoneal induzida
por S. cerevisiae em ratos.

- Avaliar o efeito da injecdo intraperitoneal de S. cerevisiae sobre a

permeabilidade vascular peritoneal em ratos.
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- Investigar se o tratamento com os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-
TFDP modifica o efeito do S. cerevisiae sobre a permeabilidade vascular peritoneal em
ratos.
- Avaliar o efeito da injecdo intraperitoneal de S. cerevisiae sobre a
atividade da mieloperoxidase em ratos.
- Investigar se o tratamento com os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-
TFDP modifica o efeito do S. cerevisiae sobre a atividade da mieloperoxidase em ratos.
- Investigar se o tratamento com os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-
TFDP inibe o aumento nos niveis de TNF-a e IL-1p no fluido peritoneal induzido por S.
cerevisiae em ratos.
- Avaliar o efeito da injecao intraperitoneal de S. cerevisiae sobre 0s niveis
de nitrito/nitrato no fluido peritoneal de ratos.
- Investigar se o tratamento com os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-
TFDP modifica o efeito do S. cerevisiae sobre os niveis de nitrito/nitrato em ratos.
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Abstract

The objective of this study was to determine the effect of eight 5-hydroxy-5-
trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazoles (TFDPs) on rat body
temperature and baker’s yeast-induced fever. TFDPs or vehicle (5% Tween 80 in 0.9%
NaCl, 5 mlL/kg) were injected subcutaneously and rectal temperature (Tg) was
measured as a function of time in 28-day-old male Wistar rats [n=5-12 per group].
Antipyretic activity was determined in feverish animals injected with baker's yeast
(Saccharomyces cerevisiae suspension, 0.135 mg/kg, 10 mL/kg, ip). 3-Ethyl- and 3-
propyl-TFDP (140 and 200 pmol/kg, respectively, 4 h after yeast injection) attenuated
baker’s yeast-induced fever by 61 and 82%, respectively. These two effective
antipyretics were selected for subsequent analysis of putative mechanisms of action. We
then determined the effects on cyclooxygenase-1 and -2 (COX-1 and COX-2) activities
on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) oxidation in vitro, on tumor necrosis factor-a
(TNF-a) and interleukin-1B (IL-1B) levels and on leukocyte counts in the washes of
peritoneal cavities of rats injected with baker’s yeast. While 3-ethyl- and 3-propyl-TFDP
did not reduce baker’s yeast-induced increases of IL-13 or TNF-a levels, 3-ethyl-TFDP
caused a 42% reduction in peritoneal leukocyte count. 3-Ethyl- and 3-propyl-TFDP did
not alter COX-1 or COX-2 activities in vitro, but presented antioxidant activity in the
DPPH assay with an 1C5y of 39 mM (25-62) and 163 mM (136-196), respectively. The
data indicate that mechanisms of action of these two novel antipyretic pyrazole
derivatives do not involve the classic inhibition of the COX pathway or pyrogenic
cytokine release.

Key words: Pyrazole derivatives; Fever; Cytokine levels; Cyclooxygenase
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Introduction

Fever is a regulated increase of body core temperature characterized by an
increase thermoregulatory set point, which results from the interaction of the central
nervous and immune systems (1). While fever is a hallmark of injury, infection and
inflammation, it has also been considered the most important component of a complex
host response to invading agents, called acute-phase response (2). Although there is
evidence supporting the idea that fever enhances host defenses, some studies have
suggested that raising core temperature to the febrile range may be harmful. Therefore,
in the clinical situations in which fever-associated risks outweigh benefits, antipyretic
treatment is indicated (3).

Pyrazoles constitute an important group of organic compounds that have been
extensively studied due to their numerous biological activities. Accordingly, dipyrone
(also known as metamizole) is a potent antipyretic and analgesic pyrazole derivative,
with little anti-inflammatory activity, (4) that is used in several countries. Nevertheless,
several adverse effects, including agranulocytosis, have been associated with its use
(5). Therefore, the development of novel compounds having antipyretic and anti-
inflammatory activities with improved safety profiles remains a clinical need.

A number of studies have reported the synthesis of novel pyrazole derivatives
with analgesic (6-10) and antipyretic (11,12) activities. We have explored the hypothesis
that benzene, which is present in salicylamide, could be mimicked with an appropriate 3-
or 4-substituted 5-hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazoles
(TFDP) scaffold. In addition, the presence of a trifluoromethyl group within cyclic
compounds, especially at a strategic position, has become an important aspect to be
studied in pharmaceutical research due to the unique physical and biological properties
of fluorine. For instance, the substitution of a methyl group with a trifluoromethyl group
has resulted in added lipophilicity, facilitating absorption of molecules within biological
systems and thereby improving the overall pharmacokinetic properties of drug
candidates (13).

The compounds 3Et-TFDP and 4Me-TFDP belong to a series of recently
synthesized pyrazole derivatives that have been screened for antinociceptive and
antiedematogenic activity in mice. These compounds cause antinociception in the
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formalin test and decrease carrageenin-induced edema (14). Moreover, 3Et-TFDP and
4Me-TFDP produce antinociception in the complete Freund's adjuvant (CFA) animal
model of arthritis (15). Importantly, in these studies, the antinociceptive effect occurred
in the absence of significant adverse effects, indicating that these compounds may be
models for the development of new drugs with analgesic and anti-inflammatory
properties. The potential antipyretic activities of 3Et-TFDP and 4Me-TFDP, however,
have not been evaluated.

In the present study we investigated whether a series of eight TFDPs, including
3Et-TFDP and 4Me-TFDP, attenuate baker’s yeast-induced fever. Furthermore, in order
to explore the possible mechanisms underlying the antipyretic action of these pyrazole
derivatives, we determined whether these compounds alter the increase of baker’s
yeast-induced cytokines (tumor necrosis factor-a, TNF-a, and interleukin-1 3, IL-13) in
the peritoneal fluid, cyclooxygenase-1 and -2 (COX-1 and COX-2) activities or 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) oxidation in vitro.

Materials and Methods
Chemicals

The TFDPs (Figure 1) were synthesized by the NUQUIMHE, as reported elsewhere
(14), and were suspended in a 5% Tween 80 in 0.9% NaCl solution.
Commercially available dried baker yeast (Saccharomyces cerevisiae, Saf do Brasil
Produtos Alimenticios Ltda, Brazil) was suspended in pyrogen-free 0.9% NaCl in a water
bath at 37° C for 5 min. Dipyrone (Hoechst, Brazil) was diluted in 0.9% NaCl. Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kits were purchased from R&D Systems Inc.
(USA) and the COX (ovine) Inhibitor Screening Assay Kit was obtained from Cayman
Chemical Co. (USA). Other reagents were supplied by Sigma-Aldrich Chemical Co.
(USA).

Animals

Male Wistar rats (28-30 days of age, 70 - 90 g), bred in our animal house were

used. The animals were housed in groups of 8 to a cage at a controlled temperature (23
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+ 1°C) with a 12-h light / dark cycle (lights on at 7:00) and with standard lab chow and
tap water available ad libitum.

The animals were transferred to the experimental room one day before the
experiments, for acclimation to the environment. All temperature measurements were
taken between 8:00 and 17:00 h and room temperature was maintained at 23 + 1°C.
Each animal was used only once, and no more than one animal per litter was assigned
to each group. Animals that presented initial (basal) body temperature below 36.4 or
above 37.3°C were excluded from the experiments. The experiments were approved by
the Committee on the Use and Care of Laboratory Animals of the Universidade Federal
de Santa Maria (23081.013228/2008-78).

Rectal temperature measurement

Rectal temperature (Tg) was measured using a lubricated thermocouple (external
diameter: 2 mm) inserted 2.0 cm into the rectum of the animal, for 1 minute. The probe
was linked to a digital device, which displayed the temperature at the tip of the probe
with a 0.1°C precision and the values were manually recorded. In order to minimize the
effects of stress associated with handling and injecting on rectal temperature, all rats
were habituated to the measuring procedure for two consecutive days. In these
sessions, the animals were subjected to the same temperature measuring procedure
described above.

The effect of TFDPs on the basal rectal temperature of rats was evaluated. A dose-
response curve was created for each compound and the maximal dose that caused no
effect on rectal temperature was determined for testing in a subsequent set of
experiments to determine whether each compound could attenuate baker yeast-induced
fever. After the basal (the first temperature measure of the day) Tg measurement, the
animals were subcutaneously (s.c.) injected with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5
mL/kg) or pyrazole derivatives: 3H-TFDP, 3Me-TFDP, 3Et-TFDP, 3Pr-TFDP, 3iPr-TFDP,
3Bu-TFDP, 3Ph-TFDP, or 4Me-TFDP at 60, 200 or 600 pmol/kg. Tg was recorded every
hour up to five hours, and expressed as the difference from the basal value.
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Fever induction

The animals had their basal Tg measured and those with basal temperatures
between 36 and 36.8°C were injected with a pyrogenic dose of baker yeast (0.135 g/kg,
10 mL/Kg, i.p.), as reported elsewhere (11). Tg was recorded every hour, up to four
hours, when vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg), 3H-TFDP, 3Me-TFDP, 3Et-
TFDP, 3Pr-TFDP, 3iPr-TFDP, 3Bu-TFDP, 3Ph-TFDP, 4Me-TFDP (60, 200 or 600
umol/kg) or dipyrone (140 pmol/Kg, in a subset of animals) was administered. The Tg
was monitored over the following five hours. When the highest dose that had no effect
on rectal temperature did not attenuate yeast-induced fever, the next dose tested was
two-thirds higher. To determine the most promising compounds for subsequent testing,
we calculated the antipyretic activity index of the TFDPs in baker’s yeast-induced fever,
according to the following equation:

A Texp - A Tcontrol
Antipyretic activity index = 1— ----------mmommmmm oo x 100%
A Tyeast - A Tcontrol

where: ATexp = mean Tg variation (5 and 6 hour-values) of animals treated with baker
yeast/TFDP; ATcontrol = mean Tg variation (5 and 6 hour-values) of animals treated
with saline/5% Tween 80 in 0.9% NaCl; ATyeast = mean Tg variation (5 and 6 hour-

values) of animals treated with baker yeast/5% Tween 80 in 0.9% NaCl.

Cell count in peritoneal wash

A pyrogenic dose of baker yeast (0.135 g/kg, i.p.) or vehicle (0.9% NaCl, i.p.) was
injected and three hour later the animals were injected with a TFDP which had an
antipyretic effect (140-200 pmol/kg, s.c.) or vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NacCl, 5
mL/Kg, s.c.). One hour later, the animals were sacrificed by decapitation under
anesthesia with thiopental. Abdominal skin below the sternum was nicked, and a
peritoneal wash was performed by i.p. injection of 10 mL of 20 mM Tris-HCI buffer with
EGTA (2 mM), EDTA (2 mM) and PMSF (0.2 mM). The abdominal cavity was gently
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massaged for 1 min and 8 mL of peritoneal wash was collected by aspiration with a 20-
mL syringe. If blood was detected by visual inspection, the sample was discarded. A
300 pL aliquot was used for cell count in a Neubauer chamber (1:3 dilution in Turk
solution) by means of optical microscopy, and a leukocyte count was conducted by a
subject who was not aware of animals’ previous treatments. The samples were
centrifuged (1500 g, 10 min), and 6-mL of supernatant were lyophilized and stored at -

80°C for later cytokine analysis.

TNF-a and IL-1B assays

Lyophilized peritoneal fluid samples were suspended in 1000 yL of 1% bovine
albumin solution and the levels of TNF-a and IL-13 were determined using commercially
available monoclonal immunoassay kits for each cytokine (R&D Systems Inc., USA).
The value ranges detected by this assay were 100-6400 pg/mL (IL-1B) and 5-2000
pg/mL (TNF-a). The intra-assay coefficients of variation (CV) for IL-1B and TNF-o
assays were 1.73 £ 0.39% and 4.8 + 0.92%, respectively. All samples were analyzed at
the same time in a single ELISA plate (one plate for each cytokine). Both cytokine
concentrations were estimated by colorimetric measurement at 450 nm using an ELISA
plate reader and interpolation from a standard curve. Data are expressed in pg/mL.

Cyclooxygenase-1 (COX-1) and cyclooxygenase-2 (COX-2) activities in vitro
The COX screening assay kit (Kit No. 560101, Cayman) was used according to
the manufacturers’ instructions to determine whether compounds 3Et-TFDP and 3Pr-
TFDP altered COX-1 and COX-2 activities. COX-1 and COX-2 initial activity tubes were
prepared by placing 950 ul of reaction buffer, 10 ul of heme, 10 ul of COX-1 and COX-2
enzymes in respective tubes. Similarly, COX-1 and COX-2 inhibitor tubes were prepared
by adding 20 ul of inhibitor (compound under test and celecoxib) to each tube in addition
to the above ingredients. The background tubes corresponding to inactivated COX-1
and COX-2 enzymes were obtained by placing the tubes containing enzymes in boiling
water for 3 min. Reactions were initiated by addition of 10 ul of arachidonic acid to each
tube and were quenched with 50 ul of 1 M HCI. PGH; thus formed was reduced to
PGF.a by addition of 100 wl of SnCl.. The prostaglandin produced in each well was
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quantified using broadly specific prostaglandin antiserum that binds with major
prostaglandins and reading the 96-well plate at 405 nm. The wells of the 96-well plate
showing low absorption at 405 nm indicate the low levels of prostaglandins in these
wells and hence, lesser enzyme activity. Therefore, the COX inhibitory activities of the
compounds could be quantified from the absorption of 405 nm of different wells of the
96-well plate. The results are reported as percent inhibition of COX-1 and COX-2

enzymes.

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH®) radical scavenging activity assay

The DPPH’ method is based on the scavenging of the stable DPPH" radical by the
antioxidant. Measurement of the TFDP scavenging activity against DPPH® was
performed according to (16). Briefly, DPPH" (Sigma-Aldrich Chemical Co., USA) was
dissolved in 100% ethanol at a final concentration of 0.3 mM, and 250 ul was added to a
medium containing different concentrations of the ethanolic TFDP solution. Appropriate
controls were used for the amounts of ethanol in the samples. The reaction mixture was
vigorously shaken and incubated for 30 min at room temperature. The inhibition of
absorbance decay, measured at 518 nm, indicated the scavenging activity of the
pyrazoles against DPPHe. Ascorbic acid was used as a positive control. Data are
expressed as percent of DPPHe absorbance decay inhibition. Mean values were
obtained from duplicates.

Statistical analysis

Basal rectal temperatures and changes in rectal temperatures were expressed as
means + S.E.M. Data were analyzed by two- or three-way analysis of variance
(ANOVA), with time treated as a within subject factor, depending on the experimental
design. Post hoc analysis was conducted using the F test for simple effects. A value of
p< 0.05 was considered statistically significant.

Results
TFDPs reduce basal rectal temperatures
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A dose-response curve (60, 200 or 600 umol/kg, sc) was constructed for each
compound, and the maximal dose that caused no effect on Tg was determined. Pyrazole
derivatives tested reduced the basal Tgr at high doses (200-600 umol/kg), as indicated

by the statistically significant (P < 0.05) dose x time interactions shown in Figure 2.

Some TFDP reduce baker’s yeast-induced fever

Figure 3A—H shows the effects of TFDPs used at the maximal dose that caused
no effect on Tg, on baker’s yeast-induced fever. The compounds 3Et-TFDP, 3Ph-TFDP
and 4Me-TFDP exhibited significant antipyretic activity, P < 0.05.

Figure 4 shows the antipyretic activity of the pyrazole derivatives 3Et-TFDP and
3Pr-TFDP compared to the antipyretic effect of dipyrone (140 pmol/kg). Statistical
analysis (ANOVA with repeated measures) of Tg change with time revealed a significant
“treatment with time” interaction for compounds 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP (P < 0.001).
Post hoc analysis (F test for simple effect) revealed that 3Et-TFDP and dipyrone
attenuated baker’s yeast-induced fever (P < 0.05; Figure 4A). Similarly, 3Pr-TFDP and
dipyrone (Figure 4B) decreased Tr with time when compared to the control group (P <
0.05).

To identify the most promising compounds for subsequent testing, the antipyretic
activity indexes of the TFDP compounds were determined. Compounds 3Et-TFDP and
3Pr-TFDP, at the doses of 140 and 200 umol/kg, respectively, presented the highest
antipyretic activity indexes (61% for compound 3Et-TFDP and 82% for 3Pr-TFDP).

These compounds were selected for subsequent testing.

Effect of 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP on the number of total cells present in rat cavity
washes

Since peritoneal leukocyte migration is important for fever development (17), we
investigated whether compounds 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP altered number of leukocytes
in the peritoneal cavity. As shown in Figure 5, injection of baker's yeast into the
peritoneal cavity significantly increased leukocyte migration and treatment with
compound 3Et-TFDP at the dose of 140 ymol/kg, administered 4 h after yeast injection,
significantly reduced leukocyte influx (P < 0.05; Figure 5A. However, statistical analysis
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revealed no significant effect of treatment with compound 3Pr-TFDP (200 pmol/kg) on
the baker’s yeast-induced increase in the total number of leukocytes in the peritoneal
cavity washes (P > 0.05; Figure 5B).

3Et-TFDP and 3Pr-TFDP do not modify increased TNF-a and IL-1f3 levels in peritoneal
fluid during baker’s yeast-induced fever

There is evidence that pro-inflammatory cytokines such as TNF-a and IL-1[3 play
a role in systemic inflammation and sickness behavior, including fever (18). Since
compounds 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP attenuated baker’s yeast-induced fever, we
determined whether they altered TNF-a and IL-1p levels in the peritoneal fluid. Statistical
analysis revealed that ip injection of baker’'s yeast and vehicle significantly increased
TNF-a and IL-1B levels in the peritoneal cavity (P < 0.05). However, treatment with
compounds 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP, administered 4 h after yeast injection, did not
alter TNF-a levels (Figure 6A,B). Similarly, these compounds had no effect on IL-1B
levels in the peritoneal fluid (Figure 6C,D).

Effects of 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP on COX activity

Since COX inhibitors abolish lipopolysaccharide-induced fever (19), we
investigated whether the compounds 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP altered COX activity. In
vitro assays demonstrated that 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP had no effect on COX-1 and
COX-2 activities. On the other hand, celecoxib (100 pM and 1 nM), which was included
as an internal standard in the assay, did not inhibit COX-1, but inhibited COX-2 activity
by 52 and 94%, respectively.

Effects of 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP on DPPH scavenging activity

Compounds 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP had DPPH scavenging activity. The 1Cso
values of ascorbic acid, 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP were 0.024 (0.015-0.038), 39.39
(25.01-62.06), and 162.9 (135.6-195.7) mM, respectively.
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Discussion

In the current study, we showed that a series of TFDPs decreased Tg with time
and attenuated baker’s yeast-induced fever in young rats. Specifically, we showed that
compounds 3Et-TFDP, 3Pr-TFDP, 3Ph-TFDP and 4Me-TFDP exhibited significant
antipyretic activity. Among these, the pyrazole derivatives 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP
presented the most effective antipyretic activity against baker’s yeast-induced fever and
were selected for additional testing. It has been shown that administration of 3Et-TFDP
produces rapid and long-lasting antinociception, whose maximum effect also occurs 1 h
after its administration (15). It should be noted, however, that antinociceptive doses
were five times larger than those used to cause antipyresis in the present study. Baker’'s
yeast-induced fever coincided with an increase in total leukocytes in the peritoneal
wash, which was attenuated by compound 3Et-TFDP. None of the compounds inhibited
baker’s yeast-induced increases of TNF-a and IL-1f in the peritoneal wash, or inhibited
COX activity in vitro. Interestingly, 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP derivatives showed
significant DPPH radical scavenging activity.

The antipyretic screening was performed using the baker’'s yeast-induced fever
protocol in rats, which is particularly suitable to evaluate new antipyretics, since it is
sensitive to classic and novel antipyretic drugs (11). The pyrazole derivatives 3H-TFDP,
3Et-TFDP, 3Pr-TFDP, 3Bu-TFDP, 3Ph-TFDP and 4Me-TFDP significantly decreased
the Tr of pyretic animals within 2 h after administration. It is clear from the results that
substitutions in position 3 of the pyrazole moiety altered antipyretic activity. In this
respect, it is interesting to note that compounds that have been described as good
analgesics in previous studies (14,15) also presented significant antipyretic activity in the
current study. A preliminary evaluation of the structure-activity relationship has indicated
that increasing the length of the carbon chain at position 3 of the pyrazole ring up to
three carbons increased antipyretic activity (H<ethyl<propyl<butyl), with the exception of
3Me-TFDP, that presented no antipyretic activity. Increasing the carbon side chain
increases lipophilicity and may alter binding affinity to selected targets, causing potential
pharmacokinetic and pharmacodynamic changes. Considering that substitution of the
linear chain for a ramified group (i-propyl) also increased lipophilicity but decreased
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antipyretic activity, it is possible that linear chain elongation may alter the
pharmacodynamic properties, although other actions cannot be ruled out at present.

The currently described antipyretic activity of TFDP is, to some extent, in
agreement with previous studies that have shown a significant antipyretic effect for 5-
trichloromethyl pyrazole derivatives (11). However, comparing the corresponding 5-
trifluoromethyl to the 5-trichloromethyl analogues, and to 3-methyl and 3-phenyl
substitutions, reveals that while the 5-trifluoromethyl compound with a 3-methyl
substitution loses activity, the 5-trifluoromethyl compound with a 3-phenyl substitution
maintains antipyretic activity. This suggests that substituting the 5-trichloromethyl for a
5-trifluoromethyl group does not alter antipyretic activity, unless the substituent in
position 3 of the pyrazole ring is a methyl group. Interestingly, if the methyl group is
transferred to position 4 of the ring (compound 4Me-TFDP), the 5-trifluoromethyl
derivative maintains its antipyretic activity.

Leukocyte recruitment is considered to be a central feature of the inflammatory
response (20). We showed that the pyrazole derivative 3Et-TFDP, administered 4 h after
yeast injection, significantly reduced baker’s yeast-induced leukocyte influx to the
peritoneal cavity, suggesting that the antipyretic effect of this compound may involve
inhibition of leukocyte migration.

The injection of baker’s yeast increased TNF-a and IL-1( levels in the peritoneal
wash. These data agree with reports showing that levels of TNF-a increase in the early
phases of the fever induced by S. cerevisiae mannans, the pyrogenic component of
baker’'s yeast (21). Nevertheless, treatment with the pyrazole derivatives 3Et-TFDP and
3Pr-TFDP did not decrease TNF-a and IL-1B levels in peritoneal fluid. These results
suggest that mechanisms other than decreased cytokine levels underlie the currently
described antipyretic effect of the tested compounds.

There are several lines of clinical and experimental evidence indicating that
cyclooxygenases play an important role in fever development (22). However, specific
assays of ovine COX-1 and COX-2 activities revealed that 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP do
not alter COX-1 or COX-2 activities. Therefore, a target other than COX may be involved
in the currently described antipyretic effect of these compounds.
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DPPH radical scavenging activity is a standard assay for screening the radical
scavenging activity of specific compounds (16). The pyrazole derivatives 3Et-TFDP and
3Pr-TFDP neutralized the DPPH radical, indicating a slight antioxidant activity,
particularly if compared with ascorbic acid. These results are in agreement with the
previously reported antioxidant activity of selected pyrazole derivatives (23), and are
particularly interesting, since accumulating evidence suggests a redox modulation of the
inflammatory response and fever. The fact that a number of antioxidants of different
chemical natures decrease LPS- (24-27) and baker’s yeast- (28) induced fever, and that
ascorbate potentiates the antipyretic action of acetaminophen, suggests that the
antipyretic activity of these compounds may be related to their antioxidant activity.
Therefore, one might propose that the antipyretic action of these pyrazole derivatives is
related to their antioxidant activity. However, it must also be considered that the
antioxidant activity of these compounds is weak, compared to ascorbic acid, and that
mechanisms of action other than antioxidant activity shall occur. In line with this view, it
is possible that 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP may share the mechanisms of dipyrone, a
potent antipyretic and analgesic pyrazolonic derivative, which displays remarkably low
anti-inflammatory and weak reversible COX-blocking activity (29,30). In this regard,
some of its biological actions, have been shown to depend on conversion to at least two
active metabolites, 4-methylaminoantipyrine and 4-aminoantipyrine (30,31). Accordingly,
given that 3Et-TFDP and dipyrone showed similar potency and efficacy in transiently
attenuating yeast-induced fever, it is reasonable to propose that the antipyretic effects of
3Et-TFDP and other analogs may be due to direct antipyretic actions as such, or may
result from effects of their metabolites. Furthermore, like dipyrone, 3Et-TFDP and 3Pr-
TFDP may act by activation of the nitric oxide (NO)-cyclic GMP pathway at the periphery
(32) or displacement of glutamate binding (33). These possibilities remain to be studied,
and further investigations are needed to determine the mechanisms by which 3Et-TFDP
and 3Pr-TFDP cause antipyresis.
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Figure legends:
Figure 1. Chemical structure of 5-hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-
carboxyamidepyrazoles (TFDPs).

Figure 2. Effect of vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl) or TFDPs (60, 200 or 600
umol/kg, sc) on rectal temperature (Tg) change. Data are reported as means + SEM
change from baseline Tgr (N = 5-9 per group). TFDP = 5-hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-
dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazoles. Significant dose by time interactions for: TFDP
[F(12,56) = 2.24; P < 0.05], 3Me-TFDP [F(12,76) = 2.78; P < 0.05], 3Et-TFDP [F(12,48)
= 4.26; P < 0.05], 3Pr-TFDP [F(12,68) = 7.85; P < 0.05], 3iPr-TFDP [F(3,29) = 4.66; P <
0.05], 3Bu-TFDP [F(12,68) = 3.92; P < 0.05], 3Ph-TFDP [F(12,80) = 2.37; P < 0.05],
4Me-TFDP [F(12,68) = 3.18; P < 0.05]. *P < 0.05 compared to vehicle (F-test for a
simple effect). In this set of experiments the mean basal temperature was 36.9 £ 0.3°C.

Figure 3. Effect of vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl) or TFDP (at the highest dose
administered sc that had no effect on rectal temperature, 4 h after yeast injection) on
baker’'s yeast-induced fever (0.135 g/kg). Baker’s yeast was injected ip at zero time. The
arrow indicates the time of injection of the drugs tested. Data are reported as means +
SEM change from baseline rectal temperature (N = 6-12 per group). TFDP = 5-hydroxy-
5-trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazole. * P < 0.05 compared to
vehicle (F-test for the simple effect). Significant dose by time interactions for: 3Et-TFDP
[F(1,36) = 6.97; P < 0.05], 3Pr-TFDP [F(1,43) = 9.66; P < 0.05], 3Ph-TFDP [F(1,29) =
4.99; P < 0.05], and 4Me-TFDP [F(1,18) = 4.58; P < 0.05]. In this set of experiments the

mean basal temperature was 36.8 + 0.16°C.

Figure 4. Effect of subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl),
3Et-TFDP (140 umol/kg; 4A), 3Pr-TFDP (200 umol/kg; 4B) or dipyrone (140 pmol/kg) on
baker’'s yeast-induced fever (0.135 g/kg, ip). Baker’s yeast was injected ip at zero time.
The arrow indicates the time of injection of the drugs tested. Data are reported as means
+ SEM change from baseline rectal temperature (N = 6-12 per group). TFDP = 5-
hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazoles. *P <  0.001
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compared to vehicle. *P < 0.05 compared to dipyrone (F-test for the simple effect). In
this set of experiments the mean basal temperature was 36.8 £ 0.14°C.

Figure 5. Effect of subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl),
3Et-TFDP (140 umol/kg; 5A) or 3Pr-TFDP (200 umol/kg; 5B) on the number of total cells
present in rat cavity washes in the presence or absence of baker’s yeast. Values
represent the mean number of cellss/mm® (N = 5-7 per group). TFDP = 5-hydroxy-5-
trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazoles. *P < 0.05 compared to saline-

vehicle; # P < 0.05 compared to yeast-vehicle.

Figure 6. Effect of subcutaneous administration of vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl),
3Et-TFDP (140 ymol/kg, 4 h after yeast injection) or 3Pr-TFDP (200 umol/kg, 4 h after
yeast injection) on TNF-a (Figure 6A-B) and IL-1B (Figure 6C-D) levels in peritoneal fluid
in the presence or absence of baker’s yeast (N = 5-7 per group).TFDP = 5-hydroxy-5-
trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazoles. *P < 0.05 compared to saline
(two-way ANOVA).
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Figure 2:
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Figure 4:
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Figure 6:
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Abstract

The aim of the present study was to investigate the effect of 3-ethyl- and 3-propyl-
5-hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazoles (3Et- and 3Pr-
TFDP) on Saccharomyces cerevisiae-induced peritoneal inflammation in rats. The
peritoneal inflammation was induced by a injection of S. cerevisiae (0.135 g/kg, 10
mL/Kg, i.p.), which increased leukocyte migration, peritoneal vascular permeability,
myeloperoxidase activity, and TNF-a, IL-1B and nitrite/nitrate levels in the peritoneal
fluid 4 hours after its administration. We also report herein that the s.c. injection with 3Et-
TFDP (140 uymol/kg, 5 mL/Kg) significantly prevented S.cerevisiae-induced increase in
leukocyte influx, peritoneal vascular permeability and myeloperoxidase activity, but had
no effect on TNF-a and IL-1B levels in the peritoneal wash. On the other hand, 3Pr-
TFDP (200 pmol/kg, 5 mL/Kg) had no effect on these inflammatory parameters. Our
results support an anti-inflammatory activity for 3Et-TFDP, which does not involve

inhibition of cytokine (TNF-o and IL-1[3) production or release.

Key words: pyrazole derivatives; cytokine levels; myeloperoxidase, vascular
permeability.
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Introduction

The inflammation is a complex cellular and biochemical response to tissue injury
and/or infection that involves several cell types and mediators (Rao et al., 1994). In this
context, many inflammation models have been developed to understand the
inflammatory process and for screening potential anti-inflammatory compounds.

Peritonitis is the inflammation of the peritoneal membrane (Hall et al., 1998) that
occurs in response to infectious and irritant agents (DalBo et al., 2005, Rodrigues et al.,
2009). It can also be induced by zymosan, an insoluble polysaccharide derived from the
cell wall of the yeast Saccharomyces cerevisiae (Doherty et al., 1985, Tadimeti et al.,
1994). We have previously shown that S. cerevisiae injection into the peritoneal cavity
increases leukocyte migration, plasma protein extravasation and TNF-a and IL-1p levels
in the peritoneal cavity (Pasin et al., 2010), so this model of peritonitis seems useful to
evaluate the effects of compounds on these inflammatory parameters.

Pyrazoles constitute an important group of organic compounds that have been
extensively studied due to their numerous biological activities. In fact, it has been
reported the synthesis of pyrazole derivatives with antinociceptive (de Souza et al.,
2001, Godoy et al., 2004, Tabarelli et al., 2004, Prokopp et al., 2006, Milano et al.,
2008a, Milano et al., 2008b, Sauzem et al., 2008, Sauzem et al., 2009), antipyretic
(Souza et al., 2002; Pasin et al., 2010), anti-inflammatory (Chandra et al., Bekhit et al.,
2009), antioxidant (Jeong et al., 2004, Costa et al., 2006, Manojkumar et al., 2009,
Martins et al., 2009) and antimicrobial (Bekhit et al., 2008) activities.

The compounds 3-ethyl-, 3-propyl- and 4-methyl-5-hydroxy-5-trifluoromethyl-4,5-
dihydro-1H-1-carboxyamidepyrazoles  (3Et-TFDP, 3Pr-TFDP and 4Me-TFDP,
respectively) belong to a series of recently synthesized pyrazole derivatives that have
been screened for antinociceptive and antiedematogenic activity in mice. 3Et- and 4Me-
TFDP decrease nociception and paw edema induced by intraplantar complete Freund's
adjuvant (CFA) (Sauzem et al., 2009), formalin and carrageenin (Sauzem et al., 2008).
Moreover, 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP attenuate the febrile response induced by baker’s
yeast, while only the first reduced the peritoneal leukocyte count (Pasin et al., 2010).
These findings suggest that 3Et-TFDP has anti-inflammatory activity. Therefore, it is not

known whether 3Pr-TFDP has anti-inflammatory activity, as well as the mechanisms by
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which 3Et-TFDP decreases inflammation. It is worth noting, however, that 3Et-TFDP and
3Pr-TFDP do not inhibit COX-1 or COX-2 in vitro, or alter TNF-a and IL-1 content in the
peritoneal wash (Pasin et al., 2010). Therefore, the current study aimed to investigate
whether 3Pr-TFDP has anti-inflammatory activity in the model of S. cerevisiae-induced
peritoneal inflammation in rats and whether 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP alter parameters
of the inflammatory response, such as nitrate/nitrite production, myeloperoxidase

activity, plasma extravasation, leukocyte migration and cytokine levels.

Materials and Methods

Chemicals

The TFDPs (Figure 1) were synthesized by the NUQUIMHE, as reported elsewhere
(Sauzem et al., 2008), and were suspended in a 5% Tween 80 in 0.9% NaCl solution.

Commercially available dried Saccharomyces cerevisiae (Saf do Brasil Produtos
Alimenticios Ltda, Brazil) was suspended in pyrogen-free 0.9% NaCl in a water bath at
37" C for 5 min. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits were purchased from
R&D Systems Inc. (USA). The other reagents were supplied by Sigma-Aldrich Chemical
Co. (USA).

Animals

Male Wistar rats (28-30 days of age, 70 - 90 g), bred in our animal house were
used for the study. The animals were housed in groups of 8 to a cage at a controlled
temperature (23 + 1°C) with a 12-h light / dark cycle (lights on at 7:00) and with standard
lab chow and tap water available ad libitum.

The animals were transferred to the experimental room one day before the
experiments, for acclimation to the environment. Each animal was used only once, and
no more than one animal per litter was assigned to each group. The experiments were
approved by the Committee on the Use and Care of Laboratory Animals of Universidade
Federal de Santa Maria (23081.013228/2008-78).

S. cerevisiae-induced peritoneal inflammation in rats
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As previously described (Tomazetti et al., 2005; Pasin et al., 2010), the peritoneal
inflammation was induced by a single injection of S. cerevisiae (0.135 g/kg, 10 mL/Kg,
i.p.). The control group was injected with saline (0.9% NaCl, i.p.).

Cell count in peritoneal wash

Thirty minutes before of S. cerevisiae injection the animals were injected with
3Et-TFDP (140 pmol/kg, s.c.), 3Pr-TFDP (200 pymol/kg, s.c.) or vehicle (5% Tween 80 in
0.9% NaCl, 5 mL/Kg, s.c.) and four hours after they were sacrificed by decapitation
under anesthesia with thiopental. Abdominal skin below the sternum was nicked, and
peritoneal wash was performed by i.p. injection of 10 mL of 20 mM Tris-HCI buffer with
EGTA (2 mM), EDTA (2 mM) and PMSF (0.2 mM). The abdominal cavity was gently
massaged for 1 min and 8 mL of peritoneal wash was collected by aspiration with a 20-
mL syringe. If blood was detected by visual inspection, the sample was discarded. A
300 pL aliquot was destined for cell count in Neubauer chamber (1:3 dilution in Tark
solution) by means of optical microscopy. Cellular smears were stained with May-
Grunwald-Giemsa for differential analysis performed under immersion objective and
leukocyte count was carried out by a subject who was not aware of previous treatment
of samples. The samples were centrifuged (1500 g, 10 min), and 6-mL of supernatant

were lyophilized and stored at - 80°C for posterior cytokine analysis.

Measurement of peritoneal vascular permeability

The animals were subcutaneously injected with 3Et-TFDP (140 ymol/kg, s.c.),
3Pr-TFDP (200 umol/kg, s.c.) or vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg, s.c.).
Thirty minutes later the rats were subjected to deep ethereal sedation and Evans blue
(EB; 25 mg/Kg, 0.2 ml) was injected intravenously (i.v.) through a tail lateral vein. The
Evans blue injection was immediately followed by i.p. injection of S. cerevisiae (0.135
o/kg, 10 mL/Kg, i.p.) or saline (0.9% NaCl). Four hours later the animals were killed and
their peritoneal cavities were washed as described above. The lavage fluid was
centrifuged and the absorbance of dye in the supernatant was measured at 610 nm. The

increase in the peritoneal capillary permeability was expressed in terms of the dye
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(ug/mL) that leaked into the peritoneal cavity, according to the standard curve of Evans

blue.

Determination of myeloperoxidase (MPQO) activity

The neutrophil infiltration in the peritoneal fluid induced by S. cerevisiae was
investigated indirectly by measuring MPO activity, which was assayed in accordance
with (Suzuki et al., 1983), with some modifications. The rats were pre-treated with 3Et-
TFDP (140 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.), 3Pr-TFDP (200 pymol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) or vehicle
(5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg, s.c.) and thirty minutes later were injected with S.
cerevisiae (0.135 g/kg, 10 mL/Kg, i.p.) or saline (0.9% NacCl, i.p.). Four hours after the
animals were sacrificed by decapitation under anesthesia with thiopental. Briefly, the
peritoneal cavity were washed with solution containing 80 mM sodium acetate buffer (pH
5.4) plus 0.5% hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB). The samples were
shaken, centrifuged (11.000 x g, 4°C, 20 min) and the supernatants were collected. For
assay, 10 pl of supernatant and 220 ul of 80 mM sodium acetate buffer (pH 5.4)
containing 15% of 0.3 mM H,O. were added in triplicate to a 96-well plate. The reaction
was initiated by the addition of 20 pul of 18.4 mM tetramethylbenzidine. The mixture was
incubated for 3 min at 37°C and then immersed into ice bath. The reaction was stopped
by the addition of 30 ul of acetic acid and the absorbance was determined at a

wavelength 630 nm by using a plate reader.

TNF-a and IL-1p assay

Lyophilized peritoneal fluid samples were suspended in 1000 yL of 1% bovine
albumin solution and the levels of TNF-a and IL-13 were determined by commercially
available monoclonal immunoassay kits for each cytokine (R&D Systems Inc. - USA).
The range of values detected by this assay was 100-6400 pg/mL (IL-18) and 5-2000
pg/mL (TNF-a). The intra-assay coefficient of variations (CV) for IL-1B and TNF-a
assays were 1.86 + 0.34% and 3.9 + 0.57%, respectively. All samples were run in a
single ELISA plate (one plate for each cytokine). Both cytokines concentrations were
estimated by colorimetric measurement at 450 nm by means of an ELISA plate reader
by interpolation from a standard curve. The results are expressed in pg/mL.
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Measurement of nitrite/nitrate

Nitric oxide was measured as its breakdown products nitrite (NO,) and nitrate
(NOg3") using the Griess method (Green et al., 1982). Samples of the peritoneal fluid
obtained from vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg, s.c.), 3Et-TFDP (140
umol/kg, s.c.) or 3Pr-TFDP (200 pmol/kg, s.c.) treated animals were collected,

separated and stored at -80°C and the levels of nitrate/nitrite were determined.

Statistical analysis

Basal rectal temperature and changes in rectal temperature were expressed as
means + S.E.M. Data were analyzed by two- or three-way analysis of variance
(ANOVA), with time treated as within subject factor, depending on the experimental
design. Post hoc analysis was carried out by the F test for simple effects, when

appropriate. A value of p< 0.05 was considered statistically significant.

Results
Cell count in peritoneal wash

We investigated the effect of compounds 3Et-TFDP (140 ymol/kg, 5 mL/Kg,
s.c.), and 3Pr-TFDP (200 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) on total leukocyte count in the
peritoneal cavity. S. cerevisiae injection into the peritoneal cavity of control animals
significantly increased the leukocyte migration [F(1,28)= 38.42; P<0.05] and the pre-
treatment with compound 3Et-TFDP, administered thirty minutes before yeast injection,
significantly reduced leukocyte influx [F(1,28)= 10.52; P<0.05, Fig. 2A]. On the other
hand, statistical analysis revealed no significant effect of treatment with compound 3Pr-
TFDP, on the S. cerevisiae-induced increase in the total number of leukocytes in the
peritoneal cavity washes [F(1,28)= 0.81; P>0.05, Fig.2B].

The effect of 3Et-TFDP (140 ymol/kg, 5 mL/Kg, s.c., 30 min before) and 3Pr-
TFDP (200 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c., 30 min before) was also observed on differential
leukocyte influx into the rat peritoneal cavity. Figure 3 shows that the previous injection
of 3Et-TFDP  significantly reduced the S. cerevisiae-induced increase
polymorphonuclear [F(1,32)= 9.60; P<0.05] and mononuclear cells count [F(1,32)=

15.62; P<0.05] when compared to animals that received vehicle. However, pretreatment
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with 3Pr-TFDP did not changed polymorphonuclear [F(1,32)= 0.61; P>0.05] and
mononuclear [F(1,32)= 1.23; P>0.05] cells influx.

Measurement of peritoneal vascular permeability

In the Fig. 4 the effect of S. cerevisiae injection and compounds 3Et-TFDP
(140 pmol/kg, s.c.), 3Pr-TFDP (200 pmol/kg, s.c.) or vehicle (5% Tween 80 in 0.9%
NaCl, s.c.) on peritoneal vascular permeability is shown. Statistical analysis revealed
that S. cerevisiae increased the peritoneal vascular permeability [F(1,19)= 9.67; P<0.05]
and pre-treatment with compound 3Et-TFDP significantly decreased peritoneal vascular
permeability [F(1,19)= 5.28; P<0.05, Fig. 4A]. However, the pre-treatment of animals
with 3Pr-TFDP had no effect on peritoneal vascular permeability increase induced by S.
cerevisiae [F(1,14)= 0.09; P>0.05, Fig. 4B].

Determination of myeloperoxidase (MPO) activity

The MPO activity increased in the peritoneal fluid after S. cerevisiae injection
(0.135 g/kg, 10 mL/Kg, i.p.) when compared to animals that receive saline (0.9% NacCl,
i.p.) [F(1,34)=11.34; P<0.05, Fig. 5A]. However, in other set of the experiments pre-
treatment of animals with 3Et-TFDP (140 pmol/kg, s.c., 30 min before) significantly
reduced the S.cerevisiae-induced increase in MPO activity [F(1,34)=5.49; P<0.05, Fig.
5A]. On the other hand, MPO activity was not affected by 3Pr-TFDP (200 umol/kg, s.c.)
injection [F(1,34)= 0.03; P>0.05, Fig. 5B].

TNF-a and IL-1p assay

We investigated whether 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP altered TNF-o and IL-1P
levels in the peritoneal fluid. Statistical analysis revealed that intraperitoneal (i.p.)
injection of S. cerevisiae significantly increased TNF-a [F(1,23)= 14.02; P<0.05] and IL-
1B levels [F(1,24)= 10.93; P<0.05] in the peritoneal cavity. Figure 6 shows that the pre-
treatment with compounds TFDP, administered 30 min before S. cerevisiae injection, did
not alter the TNF-a levels [F(1,23)= 0.04; P>0.05, for 3Et-TFDP and F(1,22)=0.51;
P>0.05, for 3Pr-TFDP (Fig. 6A-B)]. Similarly, these compounds had no effect on IL-1
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levels in the peritoneal fluid [F(1,24)= 0.37; P>0.05, for 3Et-TFDP and F(1,22)=0.02;
P>0.05, for 3Pr-TFDP (Fig. 6C-D)].

Measurement of nitrite/nitrate

The nitrite/nitrate levels increased in the peritoneal fluid after S. cerevisiae
injection (0.135 g/kg, 10 mL/Kg, i.p.) when compared to animals that receive saline
(0.9% NaCl, i.p.) [F(1,33)=9.32; P<0.05]. However, pre-treatment of animals with 3Et-
TFDP (140 pmol/kg, s.c., 30 min before) [F(1,33)=0.30; P>0.05, Fig. 7A] or 3Pr-TFDP
(200 pmol/kg, s.c.) [F(1,30)=0.00; P>0.05, Fig. 6B] did not reduced the S.cerevisiae-

induced increase in nitrite/nitrate levels.

Discussion

In the current study we showed that S. cerevisiae injection into the peritoneal
cavity of animals increased the leukocyte migration, peritoneal vascular permeability,
MPO activity, and TNF-a, IL-1B and nitrite/nitrate levels in the peritoneal wash. The s.c.
administration of 3Et-TFDP, but not of 3Pr-TFDP, 60 min before inflammatory stimulus
significantly reduced S.cerevisiae-induced increase in leukocyte influx, peritoneal
vascular permeability and MPO activity, but did not alter S. cerevisiae-induced increase
of TNF-a and IL-1B levels in the peritoneal wash.

Leukocyte migration and plasma protein extravasation represent major events
leading to the onset of inflammation (Kolaczkowska et al., 2002, Kolaczkowska et al.,
2006b), and are prominent features of the inflammation of the peritoneal membrane.
The currently reported increase of leukocyte migration is in full agreement with this view.
Moreover, we showed that pyrazole derivative 3Et-TFDP, but not 3Pr-TFDP,
administered 30 min before yeast injection, significantly reduced leukocyte influx in the
peritoneal cavity. We also showed that S. cerevisiae increased the peritoneal vascular
permeability and pre-treatment with compound 3Et-TFDP, but not 3Pr-TFDP,
significantly decreased this inflammatory parameter, suggesting a potential anti-
inflammatory effect to this compound.

It was also shown that MPO activity increases in the peritoneal fluid after S.

cerevisiae injection. MPO is a constituent of the azurophilic granules of
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polymorphonuclear cells that oxidizes chloride ions to the potent bactericidal oxidant
hypochlorous acid (HOCI) (Hampton et al., 1998) and its activity is an indirect marker of
activated leukocytes and is implicated in exudation and cell migration (Klebanoff, 1999).
Moreover, we showed that pre-treatment of animals with 3Et-TFDP significantly reduced
the S.cerevisiae-induced increase in MPO activity, but MPO activity was not affected by
3Pr-TFDP injection. This inhibitory effect of 3Et-TFDP on the increase in MPO activity is
consistent with the reduction of neutrophil influx counts reported herein. On the other
hand, a previous study has demonstrated that the chronic treatment with 3Et-TFDP or
dipyrone did not reduce the MPO activity in paw inflammation induced by CFA (Sauzem
et al., 2009). Interestingly, they did not alter the recruitment of immune cells at the lesion
site, while the results of the current study showed that 3Et-TFDP reduced leukocyte
influx in the peritoneal cavity. These apparent conflicting findings can be explained by
the different extension and intensity of the inflammatory response in these models,
which are much more prominent in the peritonitis and include systemic repercussions,
such as fever.

The anti-inflammatory properties of pyrazole compounds have been associated
with the presence of carbonyl groups in the pyrazole ring (Ferreira, 1974) and have
been showed that pyrazole derivatives lacking such a group have little or no anti-
inflammatory activity (Beirith et al., 1998). This seems to be the case of MPCA, a
pyrazole derivative very similar to 3Et-TFDP, that does not have anti-inflammatory effect
on the carrageenin-induced paw edema (de Souza et al., 2001) and of MPF4 that had
no anti-edematogenic effect on the CFA-induced paw edema (Milano et al., 2008b).
Interestingly, despite 3Et-TFDP does not present the carbonyl group in its structure, our
findings support an anti-inflammatory role for this compound in the S.cerevisiae-induced
peritoneal inflammation.

The currently reported increase of TNF-a and IL-1p levels in the peritoneal wash
after S. cerevisiae injection is in agreement with previous reports that have shown that
pro-inflammatory cytokines are important for development of fever, oedema formation
(Faccioli et al., 1990, Long et al., 1990), peritonitis and cell recruitment (Kolaczkowska et
al., 2001, Kolaczkowska et al., 2006a). These cytokines are induced during inflammation

by the activation of transcription factors such as NF-kB, and can also induce the
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synthesis of COX-2 and adhesion molecules, among other proteins (Hatada et al., 2000,
Hayden and Ghosh, 2004) . In fact, these proinflammatory cytokines are essential for
survival in host infections (Cross et al., 1989, Cross et al., 1995) but dysregulated
expression of these cytokines also causes multiorgan injury, shock and death (Darville
et al., 1993). According to this view, it is recognized that parenteral administration of
high concentrations of proinflammatory cytokines often leads to development of
systemic inflammatory response syndrome (Kelley et al., 2003). However, we also
showed that injection with pyrazole derivative 3Et-TFDP and 3Pr-TFDP, administered 60
min before yeast injection, did not interfere on TNF-a and IL-1p levels in peritoneal fluid.
These findings are in agreement with those previously reported by Sauzem and
colleagues (Sauzem et al., 2009), since the chronic treatment of the rats with 3Et-TFDP
did not reduce CFA-induced TNF-a levels increase. Moreover, Pasin and colleagues
(Pasin et al., 2010) showed that 3Et- and 3Pr-TFDP did not reduce baker’'s yeast-
induced increases of IL-1B and TNF-a levels.

It was also shown that nitrite/nitrate levels increased in the peritoneal fluid 4 hours
after S. cerevisiae injection when compared to animals that receive saline (Fig 7). This
result is in agreement with those reported by Yao e colleagues (2004), who has shown
that the zymosan increases nitric oxide (NO) production. The treatment of animals with
3Et-TFDP or 3Pr-TFDP did not reduce this increase.

In summary, in this study we showed that 3Pr-TFDP did not present anti-
inflammatory effect in tested models. The risk of agranulocytosis associated with the use
of pyrazolones has been considered to be very low. Nevertheless, it has been reported
that the reactivity of the pyrazolones with neutrophils and possible formation of reactive
intermediates are capable of inducing agranulocytosis (Uetrecht et al., 1995). In fact,
aminopyrine and dipyrone prevent PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate)-induced
neutrophil burst, fact that may be related to the potential adverse effects (Costa et al.,
2006). Taking into account that 3Pr-TFDP did not affected the leukocyte migration and
MPO activity, our date suggests that this compound would not have potential to induce
agranulocytosis. However we can not rule out the possibility that this compound

generates metabolites. Moreover, we showed the anti-inflammatory potential of pyrazole
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derivative 3Et-TFDP, which act on leukocyte influx, peritoneal vascular permeability and
MPO activity.
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Figure 2: Effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg, s.c.),
3Et-TFDP (140 umol/kg, 5 mL/Kg, s.c.; 2A) or 3Pr-TFDP (200 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.;
2B) on the number of total cells present in rat cavity washes in the presence or absence
of S.cerevisiae. The peritoneal fluid was collected at 4 h after S.cerevisiae injection.
Values represent the mean number of cells/mm?® (n=9 per group). *P<0.05 compared
with saline and * P<0.05 compared with vehicle (two-way ANOVA).
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Figure 3: Effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg, s.c.),
3Et-TFDP (140 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) or 3Pr-TFDP (200 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) on the
number of differential cells present in rat cavity washes in the presence of S.cerevisiae.
The peritoneal fluid was collected at 4 h after S.cerevisiae injection. Values represent
the mean number of cells/mm?® (n=7-8 per group). *P<0.05 compared with vehicle (two-
way ANOVA).
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Figure 4: Effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg, s.c.),
3Et-TFDP (140 umol/kg, 5 mL/Kg, s.c.; 4A) or 3Pr-TFDP (200 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.;
4B) on Evans Blue dye content in rat cavity washes in the presence or absence of
S.cerevisiae. Values represent the mean number of cells/mm® (n=4-7 per group).
*P<0.05 compared with saline and * P<0.05 compared with vehicle (two-way ANOVA).
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Figure 5: Effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg, s.c.),
3Et-TFDP (140 umol/kg, 5 mL/Kg, s.c.; 5A) or 3Pr-TFDP (200 pmol/kg, 5 mL/Kg, s.c.;
5B) on MPO activity in rat cavity washes in the presence or absence of S.cerevisiae
(n=8-11 per group). *P<0.05 compared with saline and * P<0.05 compared with vehicle
(two-way ANOVA).
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Figure 6: Lack of effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg,
s.c.), 3Et-TFDP (140 umol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) or 3Pr-TFDP (200 umol/kg, 5 mL/Kg, s.c.)
on TNF-a (Fig. 6A-B) and IL-1B (Fig. 6C-D) levels in peritoneal fluid in the presence or
absence of S.cerevisiae (n= 6-8 per group). * P<0.05 compared with saline (two-way
ANOVA).
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Figure 7: Lack of effect of treatment with vehicle (5% Tween 80 in 0.9% NaCl, 5 mL/Kg,
s.c.), 3Et-TFDP (140 umol/kg, 5 mL/Kg, s.c.) or 3Pr-TFDP (200 pumol/kg, 5 mL/Kg, s.c.)
on nitrite (NOx) levels in peritoneal fluid in the presence or absence of S.cerevisiae (n=
7-10 per group). * P<0.05 compared with saline (two-way ANOVA).
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3. DISCUSSAO

A febre € manifestada por diversas espécies em resposta a invasado de agentes
infecciosos, porém pode manifestar-se em doencas auto-imunes, vasculares ou
neopldsicas, entre outras condigdes (Blatteis et al., 2005). E consenso entre os autores
que ela é o componente mais importante da reagdo de fase aguda (Blatteis e Sehic,
1997, Dinarello e Bunn, 1997, Blatteis et al., 2005) e embora seja benéfica ao
hospedeiro, pode acarretar prejuizos em algumas situacdes clinicas (Hasday et al.,
2000). A despeito da variedade de farmacos com propriedades antipiréticas e
antiinflamatérias disponiveis no mercado, seus efeitos adversos proeminentes limitam o
uso terapéutico.

InUmeros estudos tém relatado a sintese de novos derivados pirazolinicos com
atividades analgésica (de Souza et al., 2001, Godoy et al., 2004, Tabarelli et al., 2004,
Milano et al., 2008a, Milano et al., 2008b) e antipirética (Souza et al., 2002, Tomazetti et
al., 2005). Os autores tém explorado a hip6tese de que o benzeno, o qual esta presente
na salicilamida, pode ser mimetizado com substituicbes apropriadas na posicao 3 ou 4
do anel pirazol. Além disso, a presenca de um grupamento trifluometil nos compostos
ciclicos, especialmente em uma posigao estratégica, tornou-se um importante aspecto
estudado na pesquisa farmacéutica devido as propriedades fisicas e bioldgicas do fluor.
Por exemplo, a substituicdo de um grupamento metil por um trifluorometil resulta em
maior lipofilicidade, facilitando a absor¢cdo das moléculas por sistemas bioldgicos e,
portanto, melhorando as propriedades farmacocinéticas de alguns compostos (Lin,
2000).

No capitulo | do presente trabalho foram determinados os efeitos de oito
derivados  5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboxiamida sobre a febre e a
inflamagao induzidas pela administragao intraperitoneal de S. cerevisiae em ratos.
Estudos prévios haviam demonstrado que este modelo de febre é sensivel a
antipiréticos classicos e novos (Tomazetti et al., 2005).

Os derivados pirazolinicos 3H-TFDP, 3Et-TFDP, 3Pr-TFDP, 3Bu-TFDP, 3Ph-
TFDP e 4Me-TFDP diminuiram significativamente a Tr dos animais febris em 2 horas.

Interessantemente, compostos descritos como bons analgésicos em estudos prévios
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(Sauzem et al., 2008; Sauzem et al., 2009) também apresentaram atividade antipirética
significativa no presente estudo.

Uma avaliacdo preliminar da relacdo estrutura-atividade sugere que o
alongamento da cadeia carbbnica para 3 carbonos na posi¢cdo 3 do anel pirazol
aumenta a atividade antipirética (H<etil<propil<butil), com excecado do derivado 3Me-
TFDP, o qual ndo apresentou efeito antipirético. O aumento da cadeia carbonada
aumenta a lipofilicidade e pode modificar a afinidade por alvos especificos, causando
alterac6es farmacocinéticas e farmacodinamicas. No entanto, analisando-se somente a
atividade antipirética e o aumento da cadeia carbénica linear, ndo é possivel determinar
se esse alongamento da cadeia causa efeito antipirético devido a alteracdes
farmacocinéticas ou farmacodinamicas. Por outro lado, considerando que a substituicao
da cadeia linear por um grupamento ramificado (i-propil) também aumenta a
lipofilicidade ao mesmo tempo em que diminui a atividade antipirética, é possivel inferir
que o alongamento da cadeia linear possa alterar as propriedades farmacodinamicas,
embora outras acées ndo possam ser descartadas.

Apdés a avaliagao do efeito da administracdo subcutdanea dos derivados 5-
trifluormetil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboxiamida sobre a febre induzida por S.
cerevisiae nos ratos, foi calculado o indice de atividade antipirética a fim de selecionar
os dois compostos mais eficazes. De fato, nossos resultados apontaram que a atividade
antipirética dos pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP é comparavel aquela da dipirona,
um antipirético classico pertencente a classe dos derivados pirazolinicos, no modelo de
febre induzida por S. cerevisiae em ratos. Dessa forma, selecionou-se os compostos
3Et-TFDP e 3Pr-TFDP para a continuidade do estudo.

N6s mostramos que a injecao i.p. de S. cerevisiae aumenta a migracao de
leucocitos para a cavidade peritoneal, particularmente leuc6citos polimorfonucleares.
Imediatamente apdés dano tecidual ou infeccdo, os leucécitos, predominantemente
neutréfilos, migram do leito vascular para os tecidos lesados. Este recrutamento de
leucocitos é uma caracteristica central da resposta inflamatéria (Simon e Green, 2005)
e tem sido associado com a patogénese de varias condigdes inflamatérias (Hatada et
al., 2000, Kolaczkowska et al., 2006). Neste contexto, quando administrado 4 horas
apdés a injecao do estimulo inflamatério, o derivado pirazolinico 3Et-TFDP reduziu
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significativamente o influxo leucocitario para a cavidade peritoneal, sugerindo que o
efeito antipirético deste composto possa envolver inibicdo da migracao leucocitaria. Ao
contrario, o derivado 3Pr-TFDP né&o teve efeito sobre esse pardmetro inflamatorio.

A atividade antipirética dos derivados 5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-
carboxiamida descrita por nds esta, de certa forma, em acordo com estudos prévios que
tém mostrado efeito antipirético significativo para derivados 5-triclorometil pirazolinicos
(Souza et al., 2002, Tomazetti et al., 2005). Porém, a comparagdao dos compostos 5-
trifluormetil com os analogos 5-triclorometil com as substituicées 3-metil e 3-fenil, revela
que enquanto o composto 5-trifluormetil com a substituicdo 3-metil perde atividade
antipirética, o composto 5-trifluormetil com a substituigdo 3-fenil mantém o efeito
antipirético. Portanto, pode ser sugerido que a alteracdo de 5-triclorometil para 5-
trifluormetil ndo altera a atividade antipirética, exceto se o substituinte na posicao 3 do
anel pirazol for um grupamento metil. Interessantemente, se este mesmo metil for
transferido para a posi¢cao 4 do anel (composto 4Me-TFDP), o derivado pirazolinico
correspondente mantém a atividade antipirética.

A injecao de S. cerevisiae induziu aumento dos niveis de TNF-a e IL-1f no
lavado peritoneal, resultado que esta de acordo com relatos prévios que os niveis de
TNF-o aumentam nas primeiras fases da febre induzida por mananas de S. cerevisiae,
o componente pirogénico do S. cerevisiae (Ataoglu et al., 2000). De fato, as citocinas
pro-inflamatoérias tais como IL-13, TNF-a e IL-6 agem diretamente no hipotalamo para
induzir a resposta febril (Kluger, 1991). Assim, a administracdo de um composto que
atenua a producéo de citocinas pode diminuir a febre (Pasin et al., 2010). Entretanto, no
presente estudo, o tratamento com os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP
nao foi capaz de diminuir os niveis de TNF-a e IL-1B no fluido peritoneal dos ratos
injetados com S. cerevisiae. Estes resultados sugerem que outros mecanismos que nao
a diminuicao nos niveis de citocinas possam justificar o efeito antipirético descrito para
estes compostos testados.

Varias linhas de evidéncias clinicas e experimentais demonstram que as COXs
exercem papel importante no desenvolvimento da febre (Vane, Bakhle, Botting, 1998),
entre elas que os inibidores destas enzimas s&o capazes de reverter a febre induzida
por LPS (Kozak et al., 1998a). Neste sentido, tém sido proposto um papel mais
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relevante para a COX-2 no desenvolvimento da febre, j& que camundongos
geneticamente modificados que nao expressam a COX-2 ndo sdo capazes de
desenvolver febre, enquanto aqueles que ndo expressam a isoforma 1 da COX tornam-
se febris em resposta a pir6genos exdgenos ou enddgenos (Li et al., 1999). De fato,
inibidores seletivos da COX-2, incluindo o derivado pirazolinico celecoxibe, revertem a
febre (Gierse et al., 1999). Estes estudos tém consolidado as COXs, particularmente a
isoforma 2, como alvos potenciais para os compostos antipiréticos. Porém, ensaios
especificos realizados neste estudo revelaram que os compostos 3Et-TFDP e 3Pr-
TFDP nao alteram a atividade da COX-1 e COX-2. Assim, outro mecanismo, que nao a
COX deve estar envolvido no efeito antipirético desses compostos.

E amplamente aceito que o processo febril esta intimamente relacionado a
inflamagao (Blatteis e Sehic, 1997, Gabay e Kushner, 1999, Blatteis et al., 2005) e,
portanto, as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Bogdan et al., 2000). Neste
contexto, um grupo de evidéncias sugere a existéncia de uma modulacao redox das
respostas inflamatérias e febre. De fato, antioxidantes como azul de metileno
(Weihrauch e Riedel, 1997), ditiotreitol (Riedel e Maulik, 1999), melatonina (Nava et al.,
1997), curcumina (Huang et al., 2008), &cido o-lipdico (Huang et al., 2006), N-
acetilcisteina (Lee et al., 2003) e leptonol (Johnson et al., 2010) previnem a febre
induzida por LPS (Nava et al., 1997, Weihrauch e Riedel, 1997, Riedel e Maulik, 1999,
Lee et al., 2003, Huang et al., 2006, Huang et al., 2008) e fermento de padeiro (Johnson
et al.,, 2010). Além disso, o &cido ascérbico potencializa o efeito antipirético do
acetaminofeno (Dange et al., 1985).

Levando em consideragdo as evidéncias experimentais apontadas acima, bem
como o efeito dos compostos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP sobre a febre e migracao
leucocitaria para a cavidade peritoneal, decidimos verificar se eles teriam atividade
antioxidante. Neste sentido, a atividade de sequestro do radical DPPH constitui-se em
um ensaio padrao para avaliagao de antioxidantes, o qual é rapido, simples e altamente
sensivel (Brand-Williams et al., 1995). Esta técnica baseia-se na diminuicdo da
absorbancia do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, o radical DPPH, na presenca de
antioxidantes. O elétron desemparelhado do radical DPPH € responsavel pela
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absorbancia a 517 nm. Quando o DPPH recebe um elétron do antioxidante, a
absorbéancia diminui.

No presente estudo, os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP, os quais
reverteram a febre induzida por S. cerevisiae, neutralizaram o DPPH, indicando uma
significativa atividade antioxidante. Estes resultados s&o corroborados por relatos
prévios da atividade antioxidante de outros derivados pirazolinicos (Costa et al., 2006,
Martins et al., 2009). Assim, os resultados apresentados por nés, associados ao fato de
que um numero consideravel de antioxidantes, de naturezas quimicas diferentes,
diminuem a febre induzida por LPS e por fermento de padeiro, permitem sugerir que a
atividade antipirética do 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP possa envolver sua capacidade
antioxidante, particularmente se considerarmos que eles ndo alteram a atividade da
COX. No entanto, mais estudos sdo necessarios para determinar os mecanismos pelos
quais esses compostos produzem antipirese.

No segundo capitulo deste trabalho nés mostramos que o pré-tratamento com os
derivados pirazolinicos 3Et-TFDP, mas nao com o 3Pr-TFDP, inibe o aumento na
migragao leucocitaria para a cavidade peritoneal induzida por S. cerevisiae em ratos.
Outro achado interessante de nosso trabalho foi que a administracdo i.p. de S.
cerevisiae induz aumento da permeabilidade vascular peritoneal e o pré-tratamento
com o composto 3Et-TFDP, mas ndo com o 3Pr-TFDP, diminuiu significativamente este
parametro inflamatério. De fato, os dois eventos mais importantes para o aparecimento
da inflamacado sdo o aumento prévio da permeabilidade vascular e a infiltracdo de
neutroéfilos no peritbnio (Hatada et al., 2000). Assim, nossos resultados sinalizam um
possivel efeito antiinflamatério para o composto 3Et-TFDP.

A mieloperoxidase (MPO) catalisa a transformagéao dos ions cloreto no &cido
hipocloroso (HOCI), um potente bactericida (Hampton et al., 1998), e sua atividade
constitui-se em um marcador indireto da ativacdo de neutréfilos, e estd implicada na
exsudagao e migracao celular (Klebanoff, 1999). Nossos resultados mostraram que o
pré-tratamento dos animais com 3Et-TFDP reduziu significativamente o aumento na
atividade da MPO, o qual nao foi afetado pela injecdo de 3Pr-TFDP. Este efeito
inibitério do 3Et-TFDP sobre a atividade da MPO € consistente com o influxo de

neutrofilos peritoneal relatado por nés. Por outro lado, um estudo anterior mostrou que
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o tratamento crénico com 3Et-TFDP nao reduz a atividade da MPO na inflamacéao de
pata induzida por CFA (Sauzem et al., 2009). Interessantemente, naquele estudo o 3Et-
TFDP ndo alterou o recrutamento de leucdcitos para o local da lesdo, enquanto os
resultados do presente estudo mostram que 3Et-TFDP reduziu o influxo de leucdcitos,
principalmente neutrofilos, para a cavidade peritoneal. Esses resultados aparentemente
conflitantes podem ser explicados pelas diferentes extensdes e intensidades das
respostas inflamatdérias nestes modelos, as quais sdo muito mais proeminentes na
peritonite, e incluem repercussoes sistémicas como a febre.

As propriedades antiinflamatérias de compostos pirazolinicos tém sido
associadas com a presenca de grupamentos carbonila no anel pirazol (Ferreira, 1974).
De fato, ja foi demonstrado que os derivados pirazolinicos que nao possuem este
grupamento apresentam pouca ou nenhuma atividade antiinflamatéria (Beirith et al.,
1998). Este parece ser o caso do MPCA, um derivado pirazolinico muito semelhante ao
3Et-TFDP, que ndo tem efeito antiinflamatério sobre o edema de pata induzido por
carragenina (de Souza et al.,, 2001) e do MPF4 que nao teve nenhum efeito anti-
edematogénico no edema de pata induzido por CFA (Milano et al., 2008b). Em
contrapartida, apesar do composto 3Et-TFDP também ndo possuir o grupamento
carbonila, nossos resultados suportam um papel antiinflamatério para este composto no
modelo de inflamagao peritoneal induzida por S. cerevisiae. O aumento nos niveis de
TNF-a e IL-1B no fluido peritoneal induzido pela injecao de S. cerevisiae esta de acordo
com relatos anteriores que demonstraram que as citocinas pro-inflamatérias sao
importantes para o desenvolvimento de febre, formacdo edema (Faccioli et al., 1990,
Long et al., 1990a), peritonite e recrutamento de células (Kolaczkowska et al., 2001,
Kolaczkowska et al., 2006). Essas citocinas sdo induzidas durante a inflamacao pela
ativacdo de fatores de transcricdo como NF-kB e pode também induzir a sintese de
COX-2 e moléculas de adesao, entre outras proteinas (Hatada et al., 2000, Hayden e
Ghosh, 2004). Na verdade, elas sdo essenciais para a sobrevivéncia de hospedeiros
infectados (Cross et al., 1989, Cross et al., 1995), mas a expressao desregulada dessas
citocinas também provoca danos em multiplos 6rgaos, choque e 6bito (Darville et al.,
1993). Neste contexto, € reconhecido que a administragdo parenteral de altas

concentracdes de citocinas pré-inflamatérias leva, muitas vezes, ao desenvolvimento da
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sindrome da resposta inflamatoria sistémica (Kelley et al., 2003). Nossos resultados
evidenciaram que o pré-tratamento com os pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP,
administrados 30 min antes da injecdo de S. cerevisiae, nao € capaz de diminuir os
niveis de TNF-a e IL-1B no fluido peritoneal dos ratos. Estes resultados estdo de acordo
com os anteriormente relatados por (Sauzem et al., 2009), uma vez que o tratamento
cronico com 3Et-TFDP foi ineficaz em reduzir o aumento nos niveis de TNF-a induzido
pela injecao de CFA.

No presente estudo, também observamos um aumento nos niveis de
nitrito/nitrato (NOx), produtos relativamente estaveis formados a partir do NO, no liquido
peritoneal quatro horas apoés a injecao de S. cerevisiae, quando comparados aos
animais que receberam salina. Este resultado esta de acordo com aqueles relatados
por Yao e colaboradores (2004), que mostraram que a administragao intraperitoneal de
zimosan induz aumento da producédo de NO. No entanto, o pré-tratamento dos animais
com 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP n&o reduziu esse aumento.

Um importante aspecto a ser considerado nesta discussao diz respeito aos
efeitos adversos e a toxicidade dos derivados pirazolinicos. Pesquisa realizada
anteriormente demonstrou que a administragdo subcutanea crénica do composto 3Et-
TFDP n&o causou lesdes da mucosa estomacal de ratos, sugerindo uma boa
tolerabilidade géastrica. J& a analise macroscépica do figado, rins e baco nao revelou
lesbes aparentes e também nao houve alteragdo na porcentagem de peso dessas
visceras em relagdo ao peso corporal dos animais. Além disso, o 3Et-TFDP nao causou
a morte de nenhum animal e nem produziu sinais comportamentais de toxicidade, como
por exemplo, convulsées ou dificuldades locomotoras (Sauzem et al., 2009). No
entanto, outros parametros necessitam ser ainda avaliados a fim de investigar se os
compostos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP realmente ndo produzem efeitos adversos ou toxicos.

O risco de agranulocitose associado com o uso de derivados pirazolinicos tem
sido considerado baixo, apesar disso, tem sido relatado que a reatividade das
pirazolonas com os neutréfilos e possivel formacado de intermediarios reativos sao
capazes de induzir agranulocitose (Uetrecht et al., 1995). Neste contexto, Costa e
colaboradores (2006) sugerem que o fato de a aminopirina e a dipirona prevenirem a
explosdo respiratéria induzida por acetato de forbol miristato (PMA) pode estar

113



relacionado aos seus efeitos adversos potenciais. Levando em consideracdo que 0
composto 3Pr-TFDP ndo afetou a migragdo leucocitaria e a atividade da
mieloperoxidase, nossos dados sugerem que ele ndo deva ter potencial para induzir
agranulocitose. No entanto, ndés ndo podemos descartar a possibilidade que o 3Pr-
TFDP gere metabdlitos passiveis de desencadear tal efeito.

Nossos resultados demonstram a capacidade antiinflamatéria do 3Et-TFDP,
manifestada através da inibicdo do aumento da migracdo leucocitaria e da
permeabilidade vascular peritoneal, bem como sua significativa atividade antipirética e
antioxidante. Embora mais estudos sejam necessarios para elucidar os mecanismos de

acao do 3Et-TFDP, os dados apresentados aqui apontam um composto promissor.
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4. CONCLUSOES

Capitulo 1

- A administracdo subcutanea dos derivados pirazolinicos, nas maiores doses
testadas, diminui a temperatura corporal de ratos jovens.

- A administragdo subcutadnea dos derivados pirazolinicos, em doses sem efeito
per se sobre a temperatura corporal, é capaz de reverter a febre induzida por S.
cerevisiae (fermento de padeiro), sendo os compostos pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-
TFDP aqueles obtiveram o melhor indice de atividade antipirética.

- O derivado pirazolinico 3Et-TFDP, mas ndo o 3Pr-TFDP, foi capaz reverter o
aumento da migracao leucocitaria no fluido peritoneal induzido pela administracéo de S.
cerevisiae.

- Os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP nao reduzem o aumento dos
niveis de TNF-o e IL-1B no fluido peritoneal induzido pela administragdo de S.
cerevisiae.

- Os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP n&o modificam a atividade da
COX in vitro.

- Os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP apresentaram atividade
antioxidante.

Capitulo 2

- O tratamento com o derivado pirazolinico 3Et-TFDP, mas ndo com o 3Pr-TFDP,
previne 0 aumento na migracao leucocitaria para a cavidade peritoneal induzida por S.
cerevisiae em ratos.

- A injecao intraperitoneal de S. cerevisiae aumenta a permeabilidade vascular
peritoneal em ratos.

- O derivado pirazolinico 3Et-TFDP, mas n&o o 3Pr-TFDP, previne o aumento na
permeabilidade vascular peritoneal induzida pela injecao de S. cerevisiae em ratos.
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- A injecdo intraperitoneal de S. cerevisiae aumenta a atividade da
mieloperoxidase no fluido peritoneal em ratos.

- O derivado pirazolinico 3Et-TFDP, mas nao o 3Pr-TFDP, previne o efeito o
aumento da atividade da mieloperoxidase induzida pela injecao de S. cerevisiae em
ratos.

- Os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP nao previnem o aumento dos
niveis de TNF-a e IL-1B no fluido peritoneal induzido por S. cerevisiae em ratos.

- A injecao intraperitoneal de S. cerevisiae aumenta os niveis de nitrito/nitrato no
fluido peritoneal de ratos.

- Os derivados pirazolinicos 3Et-TFDP e 3Pr-TFDP nao previnem o aumento dos

niveis de nitrito/nitrato no fluido peritoneal induzidos por S. cerevisiae em ratos.

De acordo com os resultados apresentados nesse trabalho pode-se concluir que
os derivados pirazolinicos 3Et- e 3Pr-TFDP podem ser compostos antipiréticos

promissores e antiinflamatérios promissores.
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