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RESUMO 
 

ESTUDO DO MECANISMO DE AÇÃO ANTI-INFLAMATÓRIO DE 

PROTÓTIPOS CANDIDATOS A FÁRMACO PARA O TRATAMENTO 

DA ARTRITE REUMATOIDE 

 

Ewerton Alves Portela dos Santos 

 

Orientador (a): Ana Luisa Palhares de Miranda 

 

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-graduação em 

Farmacologia e Química Medicinal, Instituto de Ciências Biomédicas, da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro- UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção 

do título de Doutor em Farmacologia e Química Medicinal. 

 

A Artrite reumatoide (AR) é uma doença inflamatória crônica multifatorial caracterizada 

por dores contínuas intensas e incapacitantes onde o TNF-α exerce papel crucial. 

Assim, a redução da quantidade de TNF-α constitui uma estratégia adequada no 

tratamento da AR. Neste contexto, LASSBio-1247 e LASSBio-1248 foram 

selecionados como protótipos candidatos a fármacos para tratar a AR por 

apresentarem efeitos antinociceptivo e anti-inflamatório e reduzirem a produção de 

TNF-α. Este trabalho mostrou que a diminuição da produção de TNF-α promovido por 

LASSBio-1247 está relacionada com seu mecanismo de ação porque sua CI50 (12,9 

µM) é cerca de dez vezes menor que a concentração capaz de reduzir a viabilidade 

celular. Mais ainda, os protótipos exibiram efeito anti-hipernociceptivo em modelos 

induzidos por LPS ou capsaicina (aproximadamente 50%, AUC) sem antagonizar os 

canais TRPV1. Estes resultados sugerem a possibilidade destes compostos inibirem 

vias de sinalização importantes para produzir TNF-α. Já o efeito antinociceptivo de 

LASSBio-1248 envolve a participação de receptores canabinoides sem interferência 

na temperatura corporal ou aspectos nociceptivos neurogênicos. Finalmente, havia a 

necessidade de determinar a eficácia destes derivados no modelo de AR. LASSBio-

1247 administrado 2x/dia (v.o) reverteu a hipernocicepção em diversos momentos da 

avaliação. Este efeito pode ter acontecido em virtude de LASSBio-1247 diminuir o 

TNF-α sistêmico (62%), bem como a quantidade de TNF-α (47%), PGE2 (63%) e 
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leucócitos totais na articulação (42%) (os resultados foram comparados ao grupo-

controle). Ainda, tanto o efeito antiquimiotático quanto a redução de TNF-α articular 

podem ter contribuído para diminuir o número de leucócitos totais. Em conjunto, estes 

resultados apontam para o LASSBio-1247 como protótipo candidato a fármaco 

promissor para o tratamento por v.o de pacientes com AR. 

 

Palavras-chave: Artrite reumatoide; Anti-TNF-α; Anti-inflamatórios; Desenvolvimento 

de fármacos; LASSBio-1247. 
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ABSTRACT 

 

STUDY OF ANTI-INFLAMMATORY’S MODE OF ACTION FROM 

PROTOTYPE DRUGS CANDIDATE TO TREAT RHEUMATOID 

ARTHRITIS. 

 

Ewerton Alves Portela dos Santos. 

 

Orientador (a): Ana Luisa Palhares de Miranda 

 

 Abstract de Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-graduação em 

Farmacologia e Química Medicinal, Instituto de Ciências Biomédicas, da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro- UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção 

do título de Doutor em Farmacologia e Química Medicinal. 

 

Rheumatoid Arthritis (RA) is a multifactorial chronic inflammatory disease 

characterized by continuous debilitating pain where TNF-α plays crucial role. Thus, the 

reduction of TNF-α level is an important strategy to treat RA. Therewith, LASSBio-1247 

and LASSBio-1248 were selected as prototype drug candidate to treat RA because 

their antinociceptive and anti-inflammatory effects as well as the reduction of TNF-α 

level, as previously reported. This study showed that the reduction of TNF-α production 

promoted by LASSBio-1247 is related to its mechanism of action because its IC50 (12,9 

µM) is about tenfold fewer than its concentration that decreases cell viability. 

Furthermore, the prototypes exhibited anti-hipernociceptive effect in LPS and 

capsaicin models (around 50%, AUC) without antagonizing the TRPV1 receptor.  

These results suggest the possibility of prototypes acting as an inhibitor of signaling 

pathways important to TNF-α production. Moreover, LASSBio-1248’s antinociceptive 

effect involves cannabinoid receptors but it cannot interfere with body temperature or 

in neurogenic aspects. Finally, we have checked compounds’ efficacy in the mBSA-

induced delayed-type hypersensibility (RA model). LASSBio-1247 by oral pathway 

twice/day reversed hypernociception at several points. It must be related to its ability 

to reduce TNF-α level (62%) at plasma as well as TNF-α (47%), PGE2 (63%) and the 

number of total leukocytes in the synovial fluid (42%) (all compounds’ results were 
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compared to control-group). Both anti-chemeotatic effect as TNF-α levels reduction 

promoted by LASSBio-1247 must be affected the cell migration to joint. Together, 

these results point out LASSBio-1247 as a promising orally prototype drug candidate 

to treat RA. 

 

Key words: Rheumatoid arthritis, anti-TNF-α, Anti-inflammatory drugs; Drug 

development; LASSBio-1247. 
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1.1 PATOGÊNESE E ASPECTOS CLÍNICOS DA ARTRITE REUMATOIDE 

Segundo definição, o reumatismo é uma designação imprecisa comum a várias 

doenças que se caracterizam pela inflamação, degeneração ou distúrbios metabólicos 

de tecidos conjuntivos, principalmente bolsas sinoviais, músculos, tendões e 

articulações (DOS ANJOS & FERREIRA, 1999). Geralmente, estas síndromes são 

crônicas e refletem o início e a persistência de sintomas como a dor (SARZI-PUTTINI 

et al., 2014). 

Dentre as doenças reumáticas conhecidas, a artrite reumatoide (AR) é a mais 

comum e pode ser caracterizada como uma doença inflamatória crônica de cunho 

autoimune que pode acometer progressivamente cartilagem e ossos de qualquer 

articulação (GRASSI et al., 1998). Contudo, os efeitos sistêmicos que surgem com o 

advento da AR já podem ocorrer alguns anos antes das articulações serem afetadas 

(PAUNOVIC & HARNETT, 2013).  

Sua relevância se reflete na incidência de aproximadamente 1% da população 

mundial, sendo que a prevalência é cerca de três vezes maior em mulheres que em 

homens (KARSDAL et al., 2011). Conforme descrito na literatura, entre 20 a 50 novos 

casos a cada 100.000 habitantes são relatados anualmente (UHLIG & KVIEN, 2005). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), o aumento da incidência e da 

prevalência desta doença atinge o ápice aos 70 anos dos indivíduos e tende a 

aumentar com o envelhecimento da população (SYMMONS et al., 2006). 

Em um amplo estudo homogêneo e representativo da população, Nielsen e 

colaboradores (2012) observaram que as mulheres fumantes com idade média entre 

50-69 anos constituem o grupo mais susceptível ao desenvolvimento da AR (KURIYA 

et al., 2009; COSTENBADER et al., 2006). Dentre outros motivos, há mais uma razão 

para que as mulheres não fumem. Além disto, a literatura indica que a região do 

genoma responsável pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC) 

responde de 30 a 50% de susceptibilidade ao AR. Como exemplo do impacto de 

componentes genéticos, gêmeos homozigotos tem quatro vezes mais chances de 

manifestar a doença comparados a irmãos heterozigotos (BOISSIER et al., 2012; 

SILMAN et al., 1993). Logo, estes dados revelam o caráter multifatorial para o 

desencadeamento da AR. 

Claramente, existe uma fase pré-clínica da AR onde as células imunológicas 

começam a identificar estruturas do próprio organismo como antígeno, seguido pelo 

surgimento de marcadores de inflamação sistêmica no plasma como por exemplo as 
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interleucinas (IL) (IL-1, IL-6, IL-15), o fator estimulante de colônias de granulócitos e 

macrófagos (GM-CSF) e o fator de necrose tumoral alpha (TNF-α), bem como 

anticorpos contra proteínas do próprio indivíduo (fator reumatoide e anticorpo 

anticitrulinado) (SCHAEVERBEKE et al., 2012). 

Geralmente, o curso clínico da referida doença é caracterizado pelo início lento, 

insidioso e progressivo na maioria dos pacientes. Aproximadamente 20% destes 

indivíduos apresentam fases de remissão parcial ou completa, mas os sintomas 

inevitavelmente retornam e podem afetar novas articulações (ROSENBERG, 2004). 

Inicialmente, há relatos de mal-estar, fadiga, que estão associados com a gravidade 

da doença e com sofrimento psíquico, além de dor generalizada antes mesmo de 

qualquer evidência de lesão articular (RUSSEL et al., 2011).  

Com certa frequência, o padrão de envolvimento das articulações se inicia com 

as articulações menores das mãos e dos pés, seguidas pelos pulsos, tornozelos, 

cotovelos e joelhos (Figura 1A). Igualmente, a coluna e os quadris também podem ser 

acometidos, mas somente em estágios avançados da doença (ROSENBERG, 2004).  

O resultado final é a presença das articulações deformadas que não possuem 

estabilidade, além de pouca ou nenhuma amplitude dos movimentos que também é 

influenciada pela destruição da cartilagem, de tendões, ligamentos e das cápsulas 

articulares (Figura 1B e C). Uma considerável parcela dos pacientes sofre 

incapacidade permanente moderada a grave em poucos anos após o diagnóstico da 

AR (DE PUNDER et al., 2011; LUNDKVIST et al., 2008). Todo este processo 

desencadeia dores contínuas intensas que podem interferir consideravelmente na 

qualidade de vida do paciente (COSTA et al., 2014). 
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Figura 1: (A) Surgimento de luxações no metacarpo e no pulso caracterizam a fase 

intermediária da AR. (B e C) Estado avançado da doença: mão em ziguezague com lesão poli 

articular e simétrica com luxação e fusão das articulações aparentes. O desvio ulnar é comum 

(ROSENBERG, 2004). 

 

Em um trabalho realizado em colaboração entre o Colegiado Americano de 

Reumatismo (ACR) e a Liga Europeia contra o Reumatismo (EULAR) foi estabelecido 

que a determinação desta doença autoimune deve ser baseada em uma coleção de 

critérios associados a um código traduzido por pontuações (ALETAHA et al., 2010). 

O primeiro deles é definido pelo número de articulações acometidas onde pode 

ser atribuída até cinco pontos, a anormalidade sorológica caracterizada pela presença 

de fator reumatoide ou anticorpo antiproteína citrulinada (pontuação de 0- 3), seguido 

pela resposta elevada na fase aguda (0- 1 ponto) e, por fim, a duração dos sintomas 

(<6 ou ≥6 semanas; 0- 1 ponto). Neste contexto, o indivíduo que atinge a pontuação 

igual ou superior a seis recebe o diagnóstico de AR (ALETAHA et al., 2010). Vale 

ressaltar que, apesar de o fator reumatoide (anticorpo que interage com a região Fc 

da imunoglobulina G (IgG)) ser extensamente utilizando como um marcador 

plasmático para determinar a AR, apenas 40% dos pacientes é positivo para este 

anticorpo no início da doença, ou seja, a determinação dos níveis desta proteína 

circulante não garante a detecção da AR mesmo porque o fator reumatoide pode ser 

encontrado no plasma de indivíduos saudáveis (MACHOLD et al., 2002; KURIYA et 

al., 2009). 

Este contexto revela um diagnóstico complexo que pode contribuir ao atraso da 

identificação da doença e favorecer o estabelecimento das lesões irreversíveis, bem 

como da dor nos pacientes com AR (MJAAVATTEN & BYKERK, 2013). 

A B C
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1.1.1 O processo álgico 

A experiência álgica de indivíduos acometido pela AR inclui significativo 

sofrimento e consequente perda da qualidade de vida. Não obstante, os autores 

mostraram uma correlação direta entre a limitação física e a dor, sendo que este sinal 

da inflamação contribui mais para a incapacidade física que a lesão de cartilagem e 

ossos (COSTA et al., 2014; SOKKA et al., 2000).  

Durante AR, a dor propriamente dita contribui desfavoravelmente para o 

impacto psicológico e social da doença no paciente, reduz a qualidade de vida do 

indivíduo e, de fato, é considerado um problema predominante desta enfermidade 

crônica autoimune (WALSH & MCWILLIAMS, 2012). Ainda, aproximadamente 90% 

dos pacientes consideram a resolução da dor como uma das prioridades durante seus 

tratamentos (LEE, 2013). 

Descrita como uma sensação subjetiva e desagradável, a dor é uma 

experiência complexa que envolve não só a transdução de estímulos ambientais 

nocivos, mas também processos cognitivos e emocionais com o objetivo de proteger 

o indivíduo de um dano tecidual iminente (JULIUS & BASBAUM, 2001). 

Para tal função, existem fibras sensoriais periféricos especializadas 

denominadas nociceptores que podem ser excitadas por fatores químicos, mecânicos 

e/ou térmicos minimamente suficientes para atingir o limiar nocivo, provocar a 

liberação de mediadores inflamatórios e o recrutamento celular, culminando com a 

nocicepção (Figura 2) (MARCHAND et al., 2005). Por causa da existência de 

diferentes tipos de fibras condutoras de impulsos nervosos, os indivíduos são capazes 

de captar estímulos sensoriais variados (BASBAUM et al., 2009). 
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Figura 2: Estímulos nocivos provocam a liberação de mediadores inflamatórios que interagem 

com seus receptores e ativam a PKA e PKC que, por sua vez, fosforilam os canais TRPV1. 

Esta ação permite que concentrações menores de prótons ative os canais de cátion e facilitam 

a entrada de Na+ e Ca+2 e a consequente sensibilização do nociceptor (CRIADO POR: 

Ewerton A. Portela dos Santos, 2015). 

 

Neste contexto, estudos eletrofisiológicos apontam a existência de três tipos de 

fibras compostas por duas classes distintas. Na primeira classe, as fibras Aβ diferem 

consideravelmente das demais pelo seu maior diâmetro e também por ser altamente 

mielínica que consequentemente reflete na maior velocidade de condução do impulso 

exclusivamente mecânico e inócuo. Além de serem levemente mielinizadas, as fibras 

Aδ aferentes são caracterizadas pelo seu calibre mediano e por transmitirem a dor 

rápida, pontual e bem-localizada. Atualmente, estes nociceptores são subdivididos 

em: tipo I por responderem a eventos nocivos mecânicos e químicos, mas com limiar 

térmico relativamente alto (> 50ºC), podendo ser ativada por temperaturas menores 

caso o estímulo seja persistente, e o tipo II que certamente medeia preferencialmente 

às respostas frente a estímulos térmicos que mecânicos (BASBAUM et al., 2009). A 

segunda classe é composta por nociceptores heterogêneos de calibre menor em 

comparação às demais, amielínicos e sensíveis tanto a temperaturas superiores a 

43ºC quanto a estímulos mecânicos, sendo denominadas como fibras polimodais C. 

Em virtude destas características, a condução do impulso nervoso pelas referidas 

fibras aferentes acontece lentamente e a dor é manifestada de modo latente e mal 

localizada (PERL, 2007). 

Em pacientes com AR, a sinóvia é improvável ser a única fonte de dor já que 

as fibras aferentes também estão localizadas na cápsula articular, ligamentos, 

tendões e músculos. Como fato relevante, as fibras do músculo e da articulação 

exibem sensibilização pronunciada frente a estímulos mecânicos (SCHAIBLE et al., 

2006). Entretanto, a cartilagem das articulações e cerca de dois terços internos dos 
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meniscos são normalmente aneurais (KONTTINEN et al., 2006). Com isto, os dados 

ilustram a possibilidade de a lesão erosiva da cartilagem durante o início da AR não 

ser detectada mesmo durante o movimento articular, permitindo o alcance a estágios 

mais avançados de danos locais sem qualquer intervenção do processo. 

De modo relevante, a inflamação é considerada como um fator importante na 

origem da dor (REINOLD et al., 2005). Segundo a revisão da literatura realizado por 

Walsh & McWilliams (2012), a gravidade do processo álgico está diretamente 

associada com a extensão da inflamação sinovial. 

Com o início da inflamação crônica na AR, a consequente e intensa migração 

leucocitária para a articulação promove o aumento de quantidades significativas de 

mediadores pró-inflamatórios, como citocinas e prostanoides, que medeiam a 

sensibilização das fibras aferentes a partir da redução do seu limiar de ativação, 

facilitando a geração do potencial de ação (despolarização) que será conduzido até 

as lâminas do corno dorsal da medula espinhal (DUBIN & PATAPOUTIAN, 2010; 

SCHAIBLE & GRUBB, 1993).  

Ainda na periferia, o gânglio da raiz dorsal (DRG) contém os corpos celulares 

de neurônios sensoriais de onde axônios bifurcados se projetam para a formação de 

sinapse dentro da medula espinhal no sistema nervoso central (SNC), enquanto a 

outra terminação é sensorial nos tecidos periféricos (MÉMET, 2006). Com isto, 

culturas de neurônios do DRG são úteis para compreender o mecanismo celular e 

molecular envolvidos na transdução do estímulo doloroso (DAVIDSON et al., 2014). 

Neste contexto, a sensibilização central pode ser resultado da liberação de 

mediadores excitatórios pelos neurônios periféricos. Com isto, o impulso nervoso é 

conduzido pelas fibras aferentes até as lâminas. Finalmente, o potencial de ação é 

conduzido até o córtex somatossensorial e áreas de componentes afetivos do cérebro 

através do tálamo, fornecendo informações sobre a localização e a intensidade do 

estímulo doloroso. Portanto, estes relatos ilustram a complexidade do fenômeno 

álgico (BASBAUM et al., 2009). 

Assim, a dor da articulação artrítica pode envolver tanto a inflamação local 

quanto a sensibilização periférica e central. 

Vale ressaltar que o processo álgico desencadeado por mediadores 

inflamatórios é denominado hiperalgesia e a dor causada por estímulos que 

normalmente são inócuos é chamada de alodínia (FARQUHAR-SMITH, 2007). 

Segundo especialistas, o termo hipernocicepção deve ser utilizado nas respostas de 
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sensibilização dos nociceptores obtidas em animais porque os componentes 

emocionais associados à ocorrência da dor não podem ser mensurados (VERRI et al., 

2006). 

Relevantemente, uma compreensão global do fenômeno da nocicepção é 

necessária para identificar os possíveis alvos de intervenções terapêuticas para os 

pacientes. Em um destes aspectos, a supressão da inflamação é altamente desejável 

para amenizar os fardos associados ao processo álgico desencadeado pela AR. 

Sabendo que nesta doença a dor persiste mesmo em indivíduos sob tratamento, 

existe a clara necessidade de obter novos fármacos anti-inflamatórios e analgésicos 

mais efetivos (WALSH & MCWILLIAMS, 2012). 

 

1.1.1.1 Canais de potencial transitório  

Em tempo e de interesse particular de grande parte dos pesquisadores que 

estudam o processo nociceptivo, o receptor vaniloide de potencial transitório (TRPV1) 

é um canal de cátion não-seletivo, mas que preferencialmente é permeável ao Ca+2, 

pertencente a uma família de 28 canais com baixa homologia entre si (SCHAIBLE et 

al., 2006).  

Consistente com o seu papel integrador de estímulos dolorosos, o TRPV1 pode 

ser encontrado a nível central, mais especificamente em regiões do cérebro 

envolvidas com a transmissão e modulação da dor, mas também perifericamente 

(SZABO et al., 2002; PALAZZO et al., 2012). 

Em virtude de sua localização primária em fibras aferentes sensoriais Aδ e 

polimodais C, a ativação dos canais TRPV1 por temperaturas superiores a 43ºC, 

prótons e pela capsaicina (principal componente pungente da pimenta) permite o 

influxo de Na+ e Ca+2 para a célula e facilita direta ou indiretamente a formação do 

potencial de ação (WANG & WOOLF, 2005). 

Contudo, apesar de expectativas iniciais apontarem uma possível correlação 

entre o TRPV1 e a dor evocada pela temperatura, estudos iniciais com camundongos 

deficientes deste tipo de canal não apresentaram alterações significativas nas 

respostas nociceptivas basal (WOODBURRY et al., 2004). Em contrapartida, a 

mesma estratégia experimental mostrou que o TRPV1 é essencial para a ocorrência 

da hipernocicepção térmica e não à mecânica, indicando que este canal é relevante 

na sensibilização neuronal desencadeada por mediadores inflamatórios após injúria 
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tecidual (CATERINA et al., 2000). Neste contexto, o limiar de ativação das fibras 

aferentes é reduzido à temperatura corporal (PREMKUMAR & ABOOJ, 2013). 

 

1.1.1.2 Prostanoides 

Os eicosanoides são agentes biologicamente ativos tanto em condições 

fisiológicas quanto em doenças. Por exemplo, estes mediadores lipídicos medeiam 

respostas do processo inflamatório, como a febre, permeabilidade vascular, 

quimiotaxia de leucócitos e a dor (FOLCO & MURPHY, 2006).  

Inicialmente, há a liberação do ácido araquidônico (AA) a partir da hidrólise dos 

fosfolipídios de membrana pela ação da enzima fosfolipase A2 (PLA2) que pode ser 

ativada por fatores de crescimento, bem como por citocinas (ADIBHATLA & 

HATCHER, 2008; KORBECKI et al., 2013).  

Além das lipoxinas e leucotrienos formados a partir da atuação enzimática das 

isoformas da lipoxigenase (LOX), o AA também pode ser submetido às ações 

catalíticas de cicloxigenase e posteriormente peroxidase mediadas respectivamente 

pela prostaglandina H sintase e pela prostaglandina endoperóxido sintase. Ambas 

também são chamadas de cicloxigenase (COX) e são fundamentais para a síntese de 

prostanoides (tromboxana A2 (TxA2), prostaciclina (PGI2) e prostaglandina (PG) D2, 

PGE2, além de outras) que acontecerá após interações intercelulares (Figura 3). 

Ainda, através de seus receptores, a PGE2 elucida diversos efeitos que inclui a 

exacerbação da inflamação e a sensibilização nociceptiva (SALA et al., 2010; 

KAWAHARA et al., 2014) (Figura 2). De acordo com Moriyana e colaboradores (2005), 

a hipernocicepção térmica pode ser mediada pela PGE2 após a interação com seus 

receptores, a consequente ativação da PKA e PKC, culminando com a potencialização 

e sensibilização do TRPV1 (Figura 2). 
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Figura 3: Cascata de formação de prostanoides a partir do ácido araquidônico (Adaptado 

de: SMYTH et al., 2006; SANTOS, 2009) (CRIADO POR: Ewerton A. Portela dos Santos, 

2015). 

 

De modo corroborativo, a revisão bibliográfica realizada por Fattahi e Mirshafiey 

(2012) mostrou que a depleção genética de subtipos dos receptores de PGE2 atenuou 

os sinais inflamatórios de animais com AR experimental. Mais especificamente sobre 

o mecanismo da dor na AR, Schaible e colaboradores (2002) relataram que a 

presença de receptores para este mediador lipídico nas terminações das fibras 

contribui para a redução do limiar de ativação dos nociceptores. Em conjunto, os 

referidos fatos apontam o papel da PGE2 como mediador da dor periférica associada 

a AR.  

Com respeito às isoformas que convertem o AA em intermediários que 

formarão os prostanoides, a COX-1 é constituída de 576 aminoácidos e é expressa 

constitutivamente na maioria dos tecidos, mas pode ser detectada em altos níveis na 

mucosa gástrica e em plaquetas (SMITH et al., 2000). Mais ainda, o conhecimento 
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obtido a partir de estudos comparativos entre as estruturas de COX-1 e COX-2 

evidenciou o maior sítio catalítico da isoforma 2 e alavancou o desenvolvimento de 

fármacos seletivos inibidores da COX-2 (XIE et al., 1991; KOSAKA et al., 1994). 

Apesar de a COX-2 ser expressa constitutivamente em células endoteliais, 

vasculatura renal e mácula densa justa-glomerular, esta enzima exibe significativa 

importância farmacológica na AR porque a sua expressão pode ser induzida por 

tecidos inflamados em decorrência da ação de citocinas pró-inflamatórias 

(RAJAKARIAR et al., 2006; RAO & KNAUS, 2008). Além disto, o LPS também pode 

influenciar positivamente na expressão de COX-2, um aspecto bastante explorado 

cientificamente em estudos de desenvolvimento de fármacos anti-inflamatórios (BAN 

et al., 2009). 

Recentemente, um trabalho realizado com o modelo de AR induzida por 

adjuvante de Freund completo (CFA) mostrou que a inflamação está 

significativamente relacionada com a expressão de COX-2 e PGE2 no tecido sinovial, 

podendo ser associada com a nocicepção crônica em camundongos (CHEN et al., 

2014; MCEVOY et al., 2004; NARITA et al., 2008). No contexto molecular, os autores 

indicaram que a hipernocicepção evocada pelo agente nocivo foi mediada na medula 

espinhal pelo aumento dos níveis de RNAm de COX-2 após a ativação de NF-kB 

induzida por IL-1β e TNF-α. Em conjunto, estes resultados permitem sugerir a 

participação tanto de COX-2 quanto de PGE2 no processo de sensibilização central 

durante a hipernocicepção. 

  

1.2 FISIOPATOLOGIA DA ARTRITE REUMATOIDE 

Marcada pela migração de células do sistema imune adaptativo, como as 

células T, e também as fagocitárias, como macrófagos e neutrófilos, a inflamação 

crônica é caracterizada pelo início insidioso, pouco intenso e geralmente 

assintomático que pode ocorrer por longos períodos, como aqueles desencadeados 

pela destruição tecidual observada em pacientes com AR (ROBBINS & COTRAN, 

2005). 

Sabidamente, a AR provoca um amplo espectro de alterações morfológicas, 

sendo que as articulações manifestam as lesões mais graves. Inicialmente, a sinóvia 

se torna edemaciada, espessa e hiperplásica, transformando seu aspecto liso em 

bulbar. De maneira corroborativa, a migração leucocitária para a membrana sinovial, 

normalmente acelular, resulta no aumento do seu tamanho e é parte constituinte da 
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resposta inflamatória. As características celulares incluem primeiramente densa 

infiltração do estroma sinovial por células B e células T CD4+, além de concentrações 

abundantes de macrófagos e fibroblastos (Figura 4) (THOMSON & UDALOVA, 2009). 

 

        

Figura 4: A- Representação da estrutura de uma articulação normal comparada com (B) 

alterações patofisiológicas da articulação acometida pela AR (Adaptado de: CHOY, 2012). 

 

Já os macrófagos parecem exercer papel principal no desenvolvimento e 

manutenção da AR em virtude da sua concentração aumentada tanto na membrana 

sinovial inflamada quanto na cartilagem e também por apresentarem ampla atividade 

pró-inflamatória e de promoção da lesão articular em qualquer fase da doença. 

Durante a AR, os macrófagos exibem sinais claros de sua ativação refletidos no 

aumento da expressão de moléculas de MHC do tipo II, de quimiocinas, 

metaloproteinases, além de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-15, GM-CSF e TNF-

α, por exemplo) (KINNE et al., 2000). Notoriamente, o grau de migração e ativação de 

macrófagos está correlacionado não só com a progressão dos danos permanentes à 

articulação, mas também com a inflamação e a dor do paciente (MULHERIN et al., 

1996; TAK et al., 1997; COOK et al., 2011). 

Ainda, a liberação dos referidos mediadores inflamatórios influenciará na 

ativação de fibroblastos, no recrutamento de neutrófilos e diferenciação de células T, 

corroborando para a amplificação e magnitude da inflamação (Figura 5). 

A B
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Na sinóvia inflamada durante a AR, há o acúmulo de neutrófilos no fluido 

articular e, segundo Khandpur e colaboradores (2013), a participação deste tipo 

celular não se limita na contribuição para a ocorrência da dor inflamatória a partir da 

produção de PGE2 (Figura 5). De acordo com os autores, o TNF-α presente na 

articulação induz a formação de NETs (do inglês: neutrophil extracelular traps) pelas 

referidas células polimorfonucleares que expõe autoantígenos e aumenta a resposta 

inflamatória de fibroblastos sinoviais. Deste modo, estas observações implicam a 

participação dos neutrófilos não só na patogênese, mas também na perpetuação da 

AR. 

Basicamente, a autoimunidade é caracterizada por uma falha específica de um 

mecanismo que envolve as células T e o reconhecimento de estruturas do organismo 

como antígeno. Evidências na literatura indicam que este problema é crucial para a 

fisiopatologia da inflamação sinovial na AR ((DELVES et al., 2011; FOURNIER, 2005). 

Existem dois tipos principais de células T: as citotóxicas ou CD8+ e auxiliares 

(helper- h) ou CD4+. As células T CD4+ apresentam um papel essencial no processo 

de iniciação e perpetuação da membrana inflamada e das lesões ósseas observadas 

durante a AR que, influenciada por citocinas liberadas pelas células dendríticas, 

podem se diferenciar em células Th do tipo 1 (Th1), tipo 2 (Th2) e em reguladoras 

(Treg) (ATERIDO et al., 2014). Com perfil pró-inflamatório, um quarto subtipo de 

células T CD4+ caracterizado pela produção de IL-17 (células Th17) foi recentemente 

identificado e observações sugerem a importância da sua participação na atividade 

da AR (OUYANG, 2008; NOACK & MIOSSEC, 2014). Cada subtipo de células T 

secreta um padrão de citocinas diferente entre si que conjuntamente coordenam uma 

série de eventos intercelulares complexos (CHEN et al., 2012). 

De um modo geral, as subpopulações de células Th podem atuar em diferentes 

intensidades e estágios da AR, governando o desenvolvimento e a cronicidade 

inflamatória na articulação (CHEN et al., 2012). Mas classicamente, amostras de 

tecidos sinoviais inflamados de pacientes com AR revelaram que a linhagem de 

células Th1 compõe o perfil predominante de células T comparado às células Th2 

(AARVAK et al., 2000; YANG et al., 2004). 

Há também as células Treg cuja função primordial consiste em proteger o 

organismo de reações exacerbadas e impróprias de células T a antígenos estranhos, 

bem como suprimir suas ações contra autoantígenos. Estas células parecem ser 

essenciais para a supressão contínua de células Th1, Th2 e Th17. Ainda, as células 
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Treg correspondem de 5-10% das células T CD4+ maduras, sendo o seu 

desenvolvimento e a manutenção da sua função supressora dependente da ativação 

do fator de transcrição Foxp3 (WILLIAMS & RUDENSKY, 2007). No contexto da AR, 

as células Treg não interrompem a secreção de citocinas pró-inflamatórias pelas 

células T e, de acordo com Valencia e colaboradores (2006), tal problema pode estar 

relacionado com o aumento da produção de TNF-α que reduz a expressão de Foxp3 

(HAQUE et al., 2014).  

Passível de interação com macrófagos, as células mesenquimais (células da 

sinóvia semelhante a fibroblastos) tem surgido como relevantes moduladores do 

sistema imune. Investigações sobre as funções patogênicas dos fibroblastos sinoviais 

na AR mostraram que estas células estão em maior número e com atividade 

aumentada, contribuindo para a inflamação a partir da liberação de mediadores pró-

inflamatórios (Figura 5) (LEENCH & MORAND, 2013).  

Neste contexto, estudos imuno-histoquímicos apontaram os fibroblastos como 

a principal fonte de IL-6 que, sinergicamente com a IL-23, pode propiciar a proliferação 

de células Th17 e também promover o acúmulo de células B, colaborando 

efetivamente para a resposta humoral (BAUMANN & KUSHNER, 1998; LIN et al., 

2012). De modo global, estas evidências permitem sugerir que há a regulação local 

da autoimunidade por intermédio de mediadores e interações intercelulares (DAYER 

& CHOY, 2010). Ainda, a migração de células B para a sinóvia inflamada também 

pode colaborar para a ativação de células T (WANG et al., 2011).  
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Figura 5: Interações intercelulares e liberação de mediadores pró-inflamatórios contribuem 

para a amplificação e magnitude da inflamação durante a AR (seta vermelha: ação de 

mediadores; seta preta: ação celular. As setas mais espessas indicam que o mediador é 

produzido principalmente pelo tipo celular) (VOLIN & KOCH, 2011; DAYER et al., 2010; 

FELDMAN, 2002; KINNE et al., 2000) (CRIADO POR: Ewerton A. Portela dos Santos, 2015).  

 

Neste ambiente significativamente inflamado, a atividade osteoclástica no osso 

subjacente permite que a sinóvia penetre no osso e forme erosões justa-articulares, 

osteoporose e, por fim, a ocorrência do pannus onde diversos fatores de crescimento, 

como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento 

derivado de plaqueta (PDGF), podem contribuir para o remodelamento e 

permeabilidade vascular. Ainda, esta estrutura é constituída pelo conjunto de 

fibroblastos, células sinoviais, inflamatórias e tecido de granulação que se proliferam 

sobre a cartilagem articular e causa sua erosão (Figura 4) (BOISSIER et al., 2012). 

Neste momento, a união dos ossos apostos mediada pelo pannus é seguida de 

eventual ossificação (Figura 6) (ROSENBERG, 2004).  
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Figura 6: A- Estágio inicial da doença onde há estreitamento do espaço articular e erosões 

marginais (seta amarela) e; B- AR avançada com perda da cartilagem articular, estreitamento 

dos espaços de quase todas as articulações (seta amarela) e desvio ulnar dos dedos (seta 

vermelha) (ROSENBERG, 2004). 

 

Outrossim, a destruição de ossos e cartilagem das articulações é mediada por 

distintas vias patológicas, sendo que a extensão da atividade inflamatória tem sido 

identificada como um importante iniciador das lesões (KOCIJAN et al., 2013). Neste 

contexto, a sinóvia inflamada constitui uma fonte de citocinas inflamatórias que 

promovem o influxo e a diferenciação de precursores mononucleares em osteoclastos 

e consequentemente aumentam a reabsorção óssea articular (SCHETT & 

TEITELBAUM, 2009). Portanto, estes resultados influenciaram o conceito que a 

inflamação pode ser um desencadeador importante de danos estruturais ósseos nos 

pacientes com AR (KLEYER & SCHETT, 2014).  Contudo, Aletaha e colaboradores 

(2010) concluíram que as lesões irreversíveis nas cartilagens das articulações 

contribuem mais significativamente para a perda funcional da articulação que as 

erosões ósseas.  

Então, durante a manifestação da AR, os tecidos sinoviais estão enriquecidos 

por células imunológicas que produzirão mediadores inflamatórios (IL-17, IL-1, IL-33, 

IL-6, TNF-α e PGE2, por exemplo) determinantes para a perpetuação da inflamação 

crônica e dolorosa da articulação (PAUNOVIC & HARNETT, 2013).  

 

 

A B
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1.2.1 Citocinas pró-inflamatórias 

A pesquisa sobre citocinas começou no início dos anos 50 do século passado 

e, atualmente, representam um grupo importante de mediadores que são essenciais 

para o funcionamento do sistema imunológico humano (TAYAL & KALRA, 2008; BAK 

& MIKKELSEN, 2010). 

Didaticamente, as citocinas podem ser definidas como polipeptídios de 

estrutura diversa e baixo peso molecular com função de moléculas mensageiras que 

tornam possível a comunicação entre diferentes elementos do sistema imune 

(SCHETT & GRAVALLESE, 2008).  

Levantamentos bibliográficos realizados por Tayal e Kalra (2008) indicaram que 

as funções das citocinas podem ser similares comparadas entre si. Ademais, estes 

fatores produzidos por leucócitos podem regular uma ampla faixa dos fenômenos 

inflamatórios associados com a patogênese da AR e de diversas atividades do 

sistema imune, como a proliferação, diferenciação e ativação de células de defesa e 

a liberação de outras citocinas.  

Dentre outros fatores enquadrados na autoimunidade, a inflamação crônica na 

AR é suportada pelo desequilíbrio entre citocinas pró e anti-inflamatórias (MOELANTS 

et al., 2013). As citocinas estão presentes abundantemente no soro e sinóvia dos 

pacientes (SCHETT & GRAVALLESE, 2008). 

Vale ressaltar que, do ponto de vista da gênese e manutenção da AR, um dos 

grupos de citocinas mais importante é a família das interleucinas, mas outros tipos de 

citocinas também são relevantes para a doença em questão e foram identificados com 

base na sua atividade citotóxica contra tipos celulares transformados, como o TNF-α 

(FELDMANN, 2002).  

No que tange a AR, as citocinas pró-inflamatórias IL-17, IL-6, IL-1β e o TNF-α 

se destacam por autorregularem suas produções e controlarem a expressão de 

enzimas como a isoforma induzida da óxido nítrico sintase (iNOS) e COX-2 cuja 

importância em processos inflamatórios é significativa em virtude da produção de NO 

e PGE2, respectivamente (TSATSANIS et al., 2006). 

 

1.2.1.1 Fator de Necrose Tumoral alpha (TNF-α) 

O TNF-α foi descoberto em 1975 como uma proteína presente no soro capaz 

de mimetizar a ação necrótica no tumor em sarcomas transplantados para 
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camundongos. Já nesta época, uma variedade de testes indicou a possibilidade de 

TNF-α ser liberado por macrófagos (CARSWELL et al., 1975). 

Esta citocina é um polipeptídio de aproximadamente 17 KDa composto de 157 

aminoácidos, cuja produção pode ser induzida por estímulos como antígenos fúngicos 

e virais, LPS, formalina, bem como IL-1 e o próprio TNF-α (KRIEGLER et al., 1988; 

FELDMAN et al., 2000; RIBEIRO et al., 2000).  

Desde 1985, Old suspeitou que o TNF-α poderia ter múltiplas atividades 

biológicas e, três anos depois, outros pesquisadores sugeriram que o TNF-α seria um 

mediador primário de respostas inflamatórias, estando envolvido na patogênese de 

várias doenças como o câncer, a sepse e a doença inflamatória intestinal (KRIEGLER 

et al., 1988; LIN et al., 2008). 

Adicionalmente, sólidas evidências baseadas na presença do TNF-α na 

articulação de pacientes com AR já apontavam esta citocina como um mediador 

importante na patogênese da AR (BRENNAN & MCINNES, 2008). Além disto, estudos 

realizados em modelos animais e em pacientes com AR mostraram que a quantidade 

de TNF-α e seus receptores estão aumentados no soro comparado com o grupo 

controle saudável (CHEN et al., 2013; KOBAYASHI et al., 2014). Em seguida, os 

pesquisadores constataram que os pacientes exibiram em suas articulações 

quantidades elevadas destes receptores biologicamente ativos em cerca de cinco 

vezes em relação aos níveis séricos deste mesmo grupo. À época, estes dados 

permitiram sugerir a produção dos receptores de TNF-α na articulação (COPE et al., 

1992).  

Para embasar a teoria que o TNF-α exerce papel fundamental na AR, Willians 

e colaboradores (1992) mostraram que a administração de anticorpo monoclonal 

específico para TNF-α melhorou significativamente os aspectos clínicos da AR 

desencadeados no modelo de artrite induzida por colágeno (KEFFER et al., 1991). 

Relevantemente, um estudo genético preditivo de AR revelou que o aumento 

sistêmico de TNF-α em camundongos desencadeia uma resposta semelhante à 

referida doença autoimune (KEFFER et al., 1991). Certamente, a literatura atual exibe 

diversos trabalhos que contemplam o TNF-α como o regulador fundamental para o 

início e a manutenção da AR, sendo liberado por células T CD4+ e por macrófagos 

(MOELANTS et al., 2013). 

Inicialmente, cultura de células mononucleares extraídas da sinóvia ou da 

articulação de pacientes com AR foi capaz de produzir IL-1 sem qualquer estímulo 
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extrínseco e que, por sua vez, foi revertida pela adição de anticorpo anti-TNF-α. Tal 

fato indicou que o TNF-α pode ser o principal indutor de IL-1 (BRENNAN et al., 1989). 

Consequentemente, esta citocina que causa inflamação está diretamente relacionada 

com a lesão articular (DAYER, 2003). O emprego do anticorpo anti-TNF-α também 

diminuiu pronunciadamente a secreção de outras citocinas pró-inflamatórias 

(FELDMANN et al., 1996). 

Através da ação de quimiocinas presente no fluido e tecido sinovial, o TNF-α 

promove a migração de leucócitos para a articulação de coelhos em modelos 

experimentais de AR que produzirão mais quimiocinas, indicando a existência de um 

ciclo que favorece a manutenção da resposta inflamatória (KOCK, 2005; ASKENASE, 

2003). 

Outrossim, colaborações científicas confirmaram o papel específico do TNF-α 

na contribuição da migração de neutrófilos à cavidade articular de animais imunizados 

(BOMBINI et al., 2004). Corroborando com estes resultados, Pelletier e colaboradores 

(2010) mostraram existir uma interação franca entre células Th17 com neutrófilos 

através do TNF-α. Ainda, demonstrado pelo tratamento com anticorpo anti-TNF-α, o 

recrutamento de células T também pode ser regulado de maneira relevante pela 

citocina em questão, seja direta ou indiretamente, por meio da indução de receptores 

de quimiocinas na superfície das células T de pacientes com AR (ISSEKUTZ et al., 

1994; ERIKSSON et al., 2013). Claramente, estes dados indicam o efeito quimiotático 

de TNF-α para a articulação e permitem sugerir sua importância singular na AR.  

Não menos importante, uma pesquisa realizada na década de 80 mostrou que 

o TNF-α estimula a produção de colagenase e PGE2 pelas células sinoviais humana. 

Tal fato evidenciou a função na destruição e remodelamento do tecido e ratificou sua 

participação na indução da dor inflamatória (DAYER et al., 1985; BRENNAN & 

MCINNES, 2008). 

Bem como outras citocinas e mediadores pró-inflamatórios liberados na 

articulação artrítica, o TNF-α não só promove e mantém a inflamação como também 

causa dor inflamatória (SCHAIBLE et al., 2010; INGLIS et al., 2005). 

Estudos experimentais demostram que a administração intra-articular de TNF-

α pode causar dor tanto indiretamente, graças a mediadores inflamatórios liberados 

sequencialmente, quanto de modo direto (CUNHA et al., 2008a; CUNHA et al., 2008b). 

Neste caso, há indícios consistentes que o TNF-α sensibiliza o TRPV1 e também 

neurônios condutores de impulsos nociceptivos através da modulação de canais 
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iônicos de modo persistente (HAGENACKER et al., 2010; CZESCHIK et al., 2008). 

Este mesmo fenômeno foi observado em neurônios do DRG, onde análises de PCR 

indicaram a expressão de ambos os subtipos de receptores para TNF-α. (RICHTER 

et al., 2010).  

De modo corroborativo, animais portadores da artrite induzida por antígeno 

(AIA) apresentaram intensa resposta hipernociceptiva em um padrão típico de 

nociceptores sensibilizados, com relevante transmissão de corrente iônica nas fibras 

Aδ e as polimodais C que expressam o subtipo 1 de receptor para TNF-α (TNFR1) 

(SCHAIBLE et al., 2010; RICHTER et al., 2010).  

Assim como a administração da referida citocina na cavidade articular reduz o 

limiar de ativação das fibras periféricas da articulação, König e colaboradores (2014) 

observaram que a presença de TNF-α no espaço articular favorece o aumento da 

excitabilidade dos neurônios da medula espinhal. Claramente, os autores mostram 

que o TNF-α expresso a nível central contribui igualmente para a sensibilidade dos 

mesmos neurônios, revelando que o TNF-α em ambos os locais facilita a manifestação 

do processo álgico (KÖNIG et al., 2014).  

Ainda, camundongos transgênicos expressando níveis elevados de TNF-α que 

desenvolvem naturalmente AR apresentam maior sensibilidade à dor. Segundo os 

autores, parece que o TNF-α desencadeia intensa, propagada e prolongada atividade 

nociceptiva cerebral em estruturas do SNC envolvidas na emoção e percepção da dor, 

como o tálamo e regiões do sistema límbico (HESS et al., 2011).  

Em suma, o TNF-α é mediador fundamental no recrutamento celular e 

determinação das respostas efetoras das células, além de ser essencial na 

comunicação intercelular, amplificação e duração da resposta inflamatória e álgica 

(DELVES et al., 2011). Não obstante, assim como o TNF-α, uma ampla gama de 

citocinas pró-inflamatórias pode atuar sinergicamente durante a AR, envolvendo 

mecanismos transcricionais e pós-transcricionais, como aqueles mediados pela 

MAPK p38 e por NF-ƙB (ANDOH et al., 2005). 

Portanto, a redução dos níveis destes mediadores na sinóvia inflamada pode 

contribuir para a diminuição da migração de leucócitos, da dor e ainda amenizar as 

consequências do processo inflamatório associados à AR. Por isto, a estratégia cujo 

alvo seja a neutralização ou redução dos níveis de TNF-α na articulação pode ser útil 

no tratamento da AR. 
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1.2.2 Proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) 

As MAPK compõem uma família de moléculas de sinalização intracelular que 

engloba três principais membros: proteína quinase regulada por sinal extracelular 

(ERK), quinase N-terminal c-Jun (JNK) e a p38 (JI et al., 2009). 

Em um levantamento bibliográfico realizado em 2014, Patterson e 

colaboradores mostraram que as MAPKs exercem funções importantes na regulação 

da mitose, proliferação e viabilidade celular, além de respostas relacionadas com os 

processos inflamatórios crônicos e álgicos, principalmente mediadas pela JNK e p38. 

Ademais, estas proteínas quinases ativadas são implicadas direta ou indiretamente 

em mais de 400 doenças em humanos, inclusive aquelas autoimunes (PATTERSON 

et al., 2014). Como objeto de uma revisão bibliográfica publicada em 2008, Thalhamer 

e colaboradores concluíram que há relevância significativa das MAPKs para a 

propagação da inflamação e na lesão permanente da articulação na AR. 

As atividades enzimáticas das MAPKs são altamente influenciadas por eventos 

extracelulares. Em geral, a fosforilação (ativação) da ERK acontece por mitógenos 

promotores do crescimento. Em contraste, a JNK e a p38 são induzidas 

principalmente por estresses ambientais (radiação ultravioleta, aumento da 

osmolaridade e hipóxia), bem como por estímulos e citocinas pró-inflamatórias, como 

o LPS, a IL-1 e o TNF-α (ASHWELL, 2006). De modo relevante, a MAPK p38 também 

pode ser ativada através de interações entre células T e células apresentadoras de 

antígeno (DODELLER & SCHULZE-KOOPS, 2006). 

A cascata de sinalização que resulta na ativação das MAPKs é complexa, mas 

pode ser resumida por uma sequência de fosforilações incitadas por estímulos 

externos que culmina com a translocação da MAPK para o núcleo, fosforilando 

substratos como os fatores de transcrição e promovendo diversos efeitos biológicos 

(Figura 7). Dentre eles podem ser citados a quimiotaxia e a inflamação (ASHWELL, 

2006). 
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Figura 7: Cascata de ativação das MAPKs (ADAPTADO de: 

http://www.medogene.com/MyResearches/Signaling%20pathways/MAPK-Pathway.html). 

 

Ainda, as vias de sinalização envolvidas a partir da ativação das enzimas MAPK 

induzem respostas celulares secundárias iniciadas pelo aumento da expressão de 

TNF-α e de diversas outras citocinas inflamatórias que contribuem com a atividade 

biológica do próprio TNF-α (SABIO & DAVIS, 2014). Continuamente, existem 

evidências que condicionam a expressão do gene de TNF-α com o recrutamento de 

alguns fatores de transcrição por intermédio de MAPKs, como o AP-1 e o NF-ƙB 

(MEANS et al., 2000). 

Trabalhos contemporâneos indicam que, apesar da presença da ERK 

fosforilada tanto em fibroblastos sinoviais estimulados por TNF-α quanto em pequenos 

vasos ao redor da sinóvia de pacientes com AR, sua contribuição na articulação 

inflamada ainda não fora elucidada completamente. Ainda nesta conjuntura, a 

ativação da ERK não pode ser induzida na articulação inflamada com artrite 

estimulada por CFA (SCHETT et al., 2000; ARCE et al., 2011). Ademais, mesmo 

havendo relatos que envolvem a fosforilação da ERK com redução da nocicepção e 

com a possibilidade de supressão de respostas de células T, inibidores seletivos da 

ativação de ERK não atenuam a inflamação e lesão articular em modelos 

experimentais de AR (CRUZ et al., 2005). Tal fato permite sugerir que esta MAPK 

pode não ser relevante para o desenvolvimento do processo inflamatório durante a 

referida doença autoimune. 
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Com relação à JNK, investigações apontam para a sua forma ativada no núcleo 

de células da sinóvia de pacientes com AR que resultam na transcrição gênica de 

metaloproteinases. Quando ativada pela IL-1β ou TNF-α, uma das principais 

consequências da sinalização mediada pela JNK na gênese da AR é a lesão da 

cartilagem mediada por metaloproteinases (SUNDARRAJAN et al., 2003; INOUE et 

al., 2006). Corroborando com estes estudos, Han e colaboradores (2001) mostraram 

que a depleção genética ou inibição de JNK em camundongos provocou menor lesão 

óssea e na cartilagem, além de modesto efeito na redução do edema na pata 

comparada com animais selvagens (NOSS et al., 2011; LEE et al., 2012). Tal fato 

permite sugerir que a JNK realmente está envolvida na degradação da matriz 

extracelular, mas sua participação não é essencialmente exclusiva para a gênese da 

AR. 

Descrita pela primeira vez como uma enzima que na presença de LPS tem 

como função principal induzir a liberação de TNF-α, a p38 apresenta quatro isoformas 

de alta homologia entre as sequências de aminoácidos de suas estruturas (HAN et al., 

1994; LEE et al., 1994). Análises obtidas através de PCR por transcriptase reversa e 

por marcação de proteínas mostraram que a p38β é expressa abundantemente em 

células endoteliais e, assim como a p38γ, não é detectada nas principais células 

inflamatórias. Entretanto, tanto a p38α quanto a p38δ são encontradas de forma 

dominante em monócitos e macrófagos, além de neutrófilos, células T CD4+ e células 

endoteliais (HALE et al., 1999).   

Em concordância, estudos subsequentes mostram que camundongos 

deficientes da isoforma p38β não tiveram a produção de TNF-α afetada. Em contraste, 

a p38α foi determinada como a isoforma essencial no controle da produção desta 

citocina, apesar de ambas as isoformas p38γ e p38δ terem sido implicadas na 

regulação do RNAm do TNF-α (SABIO & DAVIS, 2014). Juntamente com o padrão de 

expressão da p38α, a sua forte ativação em macrófagos estimulados com LPS permite 

sugerir que esta isoforma pode ser a principal envolvida na resposta inflamatória 

(HALE et al., 1999).  

Claramente, a MAPK p38 contribui significativamente para o desenvolvimento 

da AR. Segundo Chabaud-Riou e Firestein (2004), esta enzima quinase está 

fortemente ativada na membrana sinovial de pacientes com AR, mas o mesmo não é 

observado em indivíduos com doença degenerativa da articulação.  
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Um dos aspectos que pode ser destacado sobre a MAPK p38 é a sua 

capacidade de mediar a quimiotaxia de leucócitos estimulados com o peptídeo 

bacteriano formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e evidenciado em análises de 

imunoblots obtidos através da utilização de anticorpo contra a p38 fosforilada (CHANG 

et al., 2000; HEIT et al., 2008). Ademais, a inibição da MAPK p38 reduz o influxo 

celular global para o tecido sinovial inflamado (ZWERINA et al., 2006). 

Além da participação desta enzima na migração leucocitária e na biossíntese 

do TNF-α, a literatura evidencia solidamente a sua participação crucial no aumento da 

expressão de COX-2 e também na ativação da PLA2, consequentemente a oferta de 

AA para as isoformas da COX (WESTRA et al., 2004). Através do inibidor SB 203580, 

os autores também constataram a relação da fosforilação de p38 com a expressão de 

iNOS (BADGER et al., 1998; EA et al., 2005). Naturalmente, a MAPK p38 contribui 

indiretamente para a produção de PGs e óxido nítrico.  

De modo relevante, a ativação da MAPK p38 demonstra ser um fator de 

sinalização crucial na lesão óssea erosiva já que, em um modelo transgênico de artrite 

baseado no aumento da expressão de TNF-α, o bloqueio da enzima em questão 

diminuiu a expressão de IL-1 na articulação, mas principalmente promoveu a melhora 

dos sinais inflamatórios que foi atribuída pela redução do infiltrado inflamatório 

sinovial, ou seja, a inibição da p38 ratificou a importância desta enzima não só para a 

produção de TNF-α, mas também para a ocorrência dos sinais da AR desencadeado 

pela relação entre a citocina e a enzima (ZWERINA et al., 2006).  

No que tange a dor, existem relatos consistentes apontando a inflamação 

periférica como indutora da ativação da MAPK p38 localizada no DRG em fibras 

polimodais C aferentes do DRG que, por sua vez, contribui para a ocorrência da 

hipernocicepção térmica por aumentar a expressão de TRPV1 nos terminais 

periféricos destas células (JI et al., 2002). Já Mizushima e colaboradores (2005) 

mostraram que a administração intraplantar da capsaicina induz rapidamente a 

fosforilação da MAPK p38 no DRG de fibras de pequeno e médio calibres que 

coexpressam TRPV1, sendo relevante para o aumento da hipernocicepção térmica. 

De modo conclusivo, o trabalho sugeriu que a via da MAPK p38 pode estar envolvida 

na transmissão do impulso nervoso durante o desenvolvimento da dor inflamatória. 

Ratificando tal hipótese, o inibidor da MAPK p38 (SB 203580) coadministrado 

com TNF-α na articulação atenuou a resposta nociceptiva mecânica no joelho dos 

animais através da redução da sensibilização das fibras polimodais C e Aδ. A 
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observação de DRG de neurônios de murinos em cultura indicou que o bloqueio da 

enzima preveniu o aumento das correntes de Na+ incitadas pelo TNF-α (RICHTER et 

al., 2010). Com isto, estes dados evidentemente apontam para a inibição da MAPK 

p38 como uma abordagem antinociceptiva aprazível porque possivelmente medeia a 

interrupção da sinalização incitada pelo TNF-α, bem como, bloqueia a produção de 

mediadores inflamatórios álgicos. 

Neste contexto, a MAPK tem sido considerada um alvo farmacológico ideal 

para o desenvolvimento de fármacos para o tratamento da AR (PAUNOVIC & 

HARNETT, 2013).  

Atualmente, já existem três gerações de inibidores MAPK p38, sendo que as 

duas primeiras não lograram êxito a fármacos em virtude das suas interações com 

várias enzimas quinases. Entretanto, a terceira geração de compostos é altamente 

seletiva a este alvo (GOLDSTEIN et al., 2010).  

Apesar de diversos inibidores de MAPK p38 diminuírem de forma potente a 

produção de TNF-α, bem como de outras citocinas, de apresentarem efeito anti-

hipernociceptivo pronunciado em modelos in vivo e serem bem tolerados, nenhum 

deles foi aprovado como fármaco para o tratamento da AR por não sustentarem seus 

efeitos anti-inflamatórios além das primeiras semanas dos ensaios clínicos, permitindo 

sugerir a existência de vias inflamatórias compensatórias a inibição da MAPK p38 

(GOLDSTEIN et al., 2010). 

Finalmente, alguns trabalhos indicam que a MAPK p38 é um alvo farmacológico 

atraente para o desenvolvimento de fármacos para o tratamento da AR por causa, não 

somente da sua clara função pronunciada na produção de TNF-α e outras citocinas 

pró-inflamatórias, mas também por regular cascatas de sinalizações de receptores de 

IL-17, IL-1 e TNF-α, além daquelas ativadas pela interação entre o antígeno com 

receptores de células T (PAUNOVIC & HARNETT, 2013; KONG et al., 2013). 

 

1.2.3 Fator de transcrição nuclear kappa B (NF-ƙB) 

 O fator de transcrição nuclear kappa B (NF-ƙB) é formado por subunidades 

homo- ou heterodímeras (p65, Rel B, cRel, NF-ƙB1 (p50 e seu precursor 105) e NF-

ƙB2 (p52 e seu precursor p100)) e apresenta homologia em um domínio essencial 

para a dimerização das subunidades, para a ligação com a proteína inibitória I-ƙB e 

na interação com o DNA. Em grande parte das células, a forma mais comum é o 
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heterodímero p50/p65 enquanto os homodímeros exibem pouca capacidade de 

indução gênica (YAMAMOTO & GAYNOR, 2004).  

Em um contexto inicial, o NF-ƙB é encontrado no citoplasma sob a forma não-

ativada por estar acoplado a molécula inibitória I-ƘB (BALDWIN, 1996). Após a ação 

de uma ampla gama de estímulos (radiação ultravioleta, vírus, apresentação de 

antígenos a células T, LPS, IL-1 e TNF-α, por exemplo), há a indução da ativação da 

I-ƙB quinase (IKK) que, por sua vez, fosforila a subunidade I-ƙB, causando a 

consequente dissociação do NF-ƙB. Este conjunto de reações provoca a ativação do 

NF-ƙB e promove sua translocação para o núcleo, onde normalmente interage com a 

região promotora no DNA para a transcrição de genes de moléculas efetoras da 

inflamação e proteínas do ciclo celular (Figura 8) (FIRESTEIN & MANNING, 1999; 

NIEDERBERGER & GEISSLINGER, 2008; FAN et al., 2013). 

 

 

 

Figura 8: A transcrição gênica de proteínas e mediadores inflamatórios a partir da ativação 

do NF-ƙB (Adaptado de: NIEDERBERGER & GEISSLINGER, 2008).  

 

Diversos estudos indicam que a cascata de sinalização que resulta na ativação 

de NF-ƙB tem participação crucial nas respostas imunológicas de doenças 

autoimunes como a AR (NIEDERBERGER & GEISSLINGER, 2008). Em meados da 

década de 1990, o pioneirismo de Handel e colaboradores mostrou que as 
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subunidades p50 e p65 podem ser encontradas nas células endoteliais e macrófagos 

presentes na sinóvia de pacientes com AR (HANDEL et al., 1995). De fato, as vias de 

sinalização que envolvem a ativação de NF-ƙB aumentam a expressão de genes de 

proteínas importantes no contexto inflamatório, tais como: moléculas de adesão, 

quimiocinas, COX-2 e citocinas (GM-CSF, IL-1, IL-6 e TNF-α, por exemplo), indicando 

que o NF-ƙB pode contribuir substancialmente para a gênese e desenvolvimento da 

AR (LI et al., 2000; MÜLLER-LANDNER et al., 2002). Em tempo, vale ressaltar que a 

ativação de NF-ƙB nos macrófagos e em fibroblastos de pacientes com AR pode ser 

mediada pelo TNF-α que, neste caso, forma uma autorregulação da produção da 

referida citocina e consequentemente amplifica a duração da resposta inflamatória 

(JOVANOVIC et al., 2001; TRENKMANN et al., 2013). 

Pelos fatos já abordados referentes ao processo álgico e em virtude do perfil 

dos genes cuja transcrição é regulada pela sua ativação, o NF-ƙB pode representar 

um aspecto importante para a ocorrência do processo hipernociceptivo. Por exemplo, 

há fortes indícios que a administração intraplantar de um determinado agente 

flogístico provoca o desenvolvimento da hipernocicepção térmica promovida pelo 

aumento da produção de PGE2 proveniente da maior expressão de COX-2 que pode 

ser regulada pelo NF-ƙB (DOYLE et al., 2011).  

Neste contexto, estímulos nocivos originados de tecidos inflamados aumentam 

a sensibilização de neurônios do corno dorsal. Recentemente, Luo e colaboradores 

(2014) mostraram que a inflamação periférica desencadeada por um modelo 

experimental de AIA induziu um aumento da expressão de NF-ƙB em fibras do corno 

dorsal da medula espinhal. Além do mais, dados consistentes revelam que o 

silenciamento deste fator de transcrição no SNC atenuou significativamente a 

expressão de TNF-α, COX-2 e PGE2 e a hipernocicepção, indicando que o NF-ƙB 

espinhal exerce papel relevante no desenvolvimento da transmissão nociceptiva 

mediada pela inflamação (LUO et al., 2014; LEE et al., 2004). 

Em suma, o conjunto de dados aponta para o NF-ƙB como um possível alvo 

farmacológico para o desenvolvimento de novos protótipos candidatos a fármacos 

para a redução da dor e do processo inflamatório relacionados a AR. 
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1.2.4 Janus quinase (JAK) 

Uma característica comum ao aumento da expressão de citocinas é a ativação 

de vias de sinalização que consequentemente comprometem uma série de respostas 

celulares (GADINA, 2013). 

Neste contexto, a ativação da via de sinalização que envolve a janus quinase 

(JAK) e os transdutores de sinais e ativadores de transcrição (do inglês: signal 

transducer and activator of transcription- STAT) é o evento intracelular predominante 

desencadeado pelas citocinas (KAMINSKA & SWIATEK-MACHADO, 2008). 

A família da JAK é composta por quatro isoformas de tirosina quinase (TYK) 

nomeadas como JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2 que seletivamente são associadas com 

cadeias intracelulares de receptores de citocinas. Então, após a interação destes 

mediadores com receptores transmembranares específicos, a JAK, pela qual atua em 

pares, medeia a sinalização no interior da célula pela fosforilação de resíduos de 

tirosina nos receptores e em membros da STAT através da autofosforilação. Uma vez 

ativada, a STAT se dimeriza no citoplasma, transloca para o núcleo e inicia a 

modulação da expressão de genes alvos (citocinas e receptores de reconhecimento 

padrão (PRRs)) (Figura 9). Em tempo, a interação destes receptores com seus 

ligantes correlacionados propicia a ativação de cascatas de sinalização mediadas 

pelas MAPKs e pelo NF-kB (AITTOMÄKI & PESU, 2013; JENKINS, 2014). 

Vale destacar que ao contrário dos outros membros JAK que estão presentes 

relativamente em todos os tecidos, a JAK3 é expressa constitutivamente em células 

T, células B e mieloides, bem como em células do músculo liso vascular e do endotélio 

(LEONARD & O’SHEA, 1998).  
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Figura 9: Ativação da via de sinalização intracelular JAK/STAT e a regulação da transcrição 

gênica induzidas por citocinas (LEVY & DARNELL JR, 2002). 

 

Considerando a natureza biológica diversificada atribuída a via de sinalização 

JAK/STAT, a sua ativação aumentada tem sido relacionada com inúmeras doenças 

crônico-inflamatórias (O’SHEA & PLENGE, 2012). Como exemplo, estudos realizados 

com macrófagos de pacientes com AR mostraram que os inibidores JAK foram 

capazes de suprimir a ativação e a expressão de STAT1, além da redução da 

transcrição de genes de mediadores inflamatórios induzidos pelo TNF-α. 

Adicionalmente, estes compostos diminuíram significativamente a produção de IL-6 e 

a localização nuclear da subunidade de NF-ƙB nas referidas células quando 

estimuladas pelo TNF-α, mas também naquelas originadas com AR. A partir destes 

dados, os autores sugeriram que tais efeitos proporcionados pelos inibidores JAK 

podem suprimir a produção de citocinas induzidas pelo TNF-α (YARILINA et al., 2012). 

De modo relevante, a ativação da via JAK/STAT permite a diferenciação de células 

Th nos fenótipos Th1 ou Th2 (KAMINSKA & SWIATEK-MACHADO, 2008). 

Portanto, a compreensão da via de sinalização mediada pela JAK associada a 

trabalhos que mostram os efeitos anti-inflamatórios e imunossupressores 

provenientes da sua inibição permitiram o desenvolvimento do tofacitinibe para o 

tratamento da AR (MIGITA et al., 2013; FLEISHMAN et al., 2012). 

 

Citocina

Fosforilação do resíduo tirosina de:

Transcrição 

gênica
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1.2.5 Antinocicepção e imunossupressão mediadas pelo sistema 

canabinoide 

A exemplo do Δ9-tetraidrocanabinol, os canabinoides são constituintes ativos 

da cannabis sativa que desencadeiam diversos efeitos no organismo, com destaque 

para as propriedades psicoativas. Contudo, a busca pela compreensão do mecanismo 

de ação destas substâncias bioativas identificou um sistema complexo que envolve 

receptores canabinoides transmembranares acoplados a proteínas G inibitórias, 

denominados CB1 e CB2, bem como seus ligantes endógenos: a anandamida (AEA) 

e o 2-araquidonoilglicerol, também conhecidos como endocanabinoides (LICHTMAN 

et al., 2010).  

Em tempo, as ações catalíticas da monoacilglicerol lipase (MAGL) e a amido 

hidrolase de ácidos graxos (do inglês: fatty acid amide hydrolase- FAAH) podem 

regular indiretamente os efeitos dos endocanabinoides. Em trabalho recente, Pertwee 

relatou que a inibição destas enzimas pode elevar a concentração dos ligantes 

canabinoides endógenos e, portanto, seria uma estratégia farmacológica com 

potencial aplicação terapêutica (PERTWEE, 2014). 

Inicialmente, os receptores CB1 são expressos predominantemente no SNC, 

principalmente em neurônios do hipocampo, do gânglio da base e axônios de 

interneurônios gabaérgicos, regulando a transmissão sináptica. As principais 

consequências relacionadas ao agonismo em CB1 são a analgesia, hipotermia, 

redução da cognição, catalepsia e a supressão da locomoção (WILEY et al., 2014). A 

nível periférico, estes receptores também são localizados em neurônios aferentes, em 

adipócitos, células hepáticas e músculo esquelético, mas limitado nas células T 

(TANASESCU & CONSTANTINESCU, 2010; BÖRNER et al., 2008). 

Já a distribuição dos receptores CB2 pode ser assumida em pequenas 

populações de neurônios do SNC, mas principalmente nos axônios de neurônios 

periféricos e em células B, macrófagos, neutrófilos e células T (GRAHAM & ASHTON, 

2009). Por estas razões, estes receptores exercem regulações importantes 

relacionados com a imunossupressão, bem como nos processos inflamatório e álgico. 

Ainda, os receptores CB2 são significativamente mais frequentes que CB1 em células 

do sistema imunológico (MASSI et al., 2006). 

Neste contexto, estudos recentes mostraram que, além da expressão tanto de 

CB1 quanto de CB2 em tecido sinovial de pacientes com AR, há também níveis 
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aumentados de AEA e o 2-araquidonoilglicerol no líquido sinovial quando comparados 

com indivíduos saudáveis (GUI et al., 2014; RICHARDSON et al., 2008). 

De acordo com o levantamento bibliográfico realizado por Massi e 

colaboradores (2006), a ativação de receptores CB2 pela anandamida pode diminuir 

o recrutamento de macrófagos e neutrófilos, bem como alterar o número e a 

proliferação de células T de modo variável conforme a dose. Ademais, os efeitos 

inibitórios dos endocanabinoides frente à produção de PGE2, IL-6 e TNF-α de 

macrófagos estimulados com LPS permitiram sugerir que o sistema de ligantes e 

receptores canabinoides apresenta funções imunomoduladoras relevantes. 

Ainda de modo complementar, a administração de um agonista CB2 na pata de 

animais estimulados com carragenina foi capaz de reverter a hipernocicepção térmica. 

Por fim, a literatura relata que agonistas de receptores canabinoides exibem efeito 

antinociceptivo em diversos modelos experimentais de dor inflamatória (QUARTILHO 

et al., 2003; PERTWEE, 2001). Em conjunto, os autores demonstram que a hipótese 

analgésica a partir da ativação destes receptores é verdadeira.  

 

1.3 MODELO DE ARTRITE REUMATOIDE INDUZIDA POR ANTÍGENO (AIA) 

A artrite induzida por antígeno (AIA) foi desenvolvida como um modelo de AR 

humana que utiliza albumina bovina sérica metilada (mBSA) como antígeno. 

Inicialmente, a AIA foi estabelecida em camundongos pela imunização com mBSA em 

CFA seguida de única administração intra-articular do antígeno em solução salina 

para investigar a participação de células imunológicas na indução e persistência da 

AR experimental. Claramente, o trabalho mostra a ocorrência da artrite grave 

dependente do antígeno, refletindo uma resposta imunológica mediada por células, e 

ressalta que a estratégia do modelo induziu a hiperplasia da membrana e da sinóvia, 

lesões marcadas pela presença de pannus que resultou em alterações erosivas da 

cartilagem e do osso subcondral, além da infiltração pronunciada de linfócitos e 

macrófagos. Inequivocamente, a AIA perdurou por mais de 24 semanas, indicando a 

cronicidade do modelo. Entretanto, estudos sugerem que a reação imune ao antígeno 

no referido modelo seja reversível (BRACKERTZ et al., 1977a, CUNHA et al., 2008b). 

Neste modelo há fortes indícios da presença da resposta humoral ao mBSA e 

significativa atividade de células T CD4+ e CD8+ que contribui para a indução e 

persistência da AIA, além da resposta inflamatória (KLASEN et al., 1987; KLASEN et 

al., 1989). De acordo com o exposto na literatura, animais de linhagem atímica ou 
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submetidos à transferência celular não apresentaram artrite induzida por mBSA, 

sugerindo que este modelo parece ser dependente de células T. A realização do teste 

de hipersensibilidade do tipo tardio em camundongos de ambos os sexos mostrou de 

modo destacável que a resposta ao mBSA foi maior nas fêmeas (BRACKERTZ et al., 

1977b; BRACKERTZ et al., 1977c; KLASEN et al., 1986).  

A administração de mBSA em animais previamente imunizados induziu a 

migração de neutrófilos para o local da inflamação durante as 24 h iniciais da artrite 

experimental, também chamada de fase aguda. De modo complementar, os 

pesquisadores averiguaram que o aumento do influxo de neutrófilos pode ser 

intermediado por citocinas (TNF-α e IL-1β) que são liberadas a partir da ação de IL-

33 produzida por fibroblastos e macrófagos após a resposta imune adaptativa (a 

indução de IL-33 é desconhecida, mas provavelmente envolve citocinas pró-

inflamatórias originadas de células T e macrófagos depois do estímulo com o antígeno 

específico). Por fim, a IL-33 também provocou a produção de TNF-α pelo tecido 

sinovial, induziu a liberação dos mesmos mediadores citados anteriormente por 

macrófagos e diretamente recrutou neutrófilos (VERRI JR et al., 2010). 

Ainda com relação aos mediadores inflamatórios envolvidos no modelo em 

questão, a IL-17 parece ter papel crucial na gênese da AR já que a inibição ou 

deficiência desta citocina causa maior resistência à indução da artrite e atenua a lesão 

do osso e da cartilagem (LUBBERTS et al., 2005; BUSH et al., 2002). Ademais, há 

eventos na origem da hipernocicepção articular no modelo de AIA que são 

desempenhados de modo relevante pela IL-17. Em 2010, Pinto e colaboradores 

observaram que a produção de IL-17 em articulações durante a AIA provoca o 

recrutamento de neutrófilos e ocasiona uma resposta hipernociceptiva dependente 

deste tipo celular, bem como de TNF-α e IL1β, nas primeiras horas do modelo, dita 

fase aguda. Da mesma forma, os autores sugerem que a PGE2 e aminas simpáticas 

contribuem com ações hipernociceptivas da IL-17 no modelo em questão.  

Em estudos realizados por Cunha e colaboradores (2008b) para investigar a 

origem da hipernocicepção mecânica em camundongos estimulados com mBSA foi 

observado que os animais desafiados com o antígeno em questão previamente 

imunizados com CFA e mBSA apresentaram uma sequência de liberação de 

mediadores inflamatórios. Segundo os autores, o aumento nos níveis de TNF-α 

precede a elevação das concentrações de IL-1β e KC/CXCL1 (IL-8). Vale ressaltar 
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que a liberação destes dois últimos mediadores foi dependente da produção de TNF-

α.  

Ademais, a caracterização do modelo mostrou que a hipernocicepção induzida 

por IL-1β nos animais submetidos a AIA foi dependente de prostanoides e aminas 

simpáticas. Logo, estes resultados permitem sugerir que há a intermediação do 

processo hipernociceptivo por prostaglandinas e aminas simpáticas após a liberação 

das citocinas mencionadas cujas liberações são dependentes da produção inicial de 

TNF-α. Este fato indica a existência de uma cascata de mediadores inflamatórios no 

modelo de hipernocicepção mecânica induzida pelo mBSA (Figura 10) (CUNHA et al., 

2008b). 

 

       

Figura 10: Cascata de eventos que desencadeia a hipernocicepção em animais com 

artrite induzida por BSAm (PINTO et al., 2010; VERRI JR et al., 2010; CUNHA et al., 

2008b) (CRIADO POR: Ewerton A. Portela dos Santos, 2015). 

 

1.4 FARMACOTERAPIA DA AR 

Mundialmente, o paradigma contemporâneo para o tratamento da AR preconiza 

a intervenção terapêutica intensa e agressiva no início da manifestação da doença 

com o objetivo de alcançar o menor estado ativo dos seus sinais e sintomas pelo maior 

período possível, prevenindo os danos estruturais à articulação (SMOLEN et al., 2010; 

RUOFF, 2014). Caso não seja tratada adequadamente, os pacientes sofrem com 

dores crônicas, inflamação persistente, progressão dos danos à cartilagem e ossos, 
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aumento da incapacidade física e, finalmente, diminuição da qualidade e da 

expectativa de vida do paciente (MODY & CARDIEL, 2008; AGARWAL, 2011). 

O tratamento mais adequado de pacientes com AR requer estratégias 

individualizadas e o estabelecimento de um diálogo contínuo entre médico e paciente 

para o acompanhamento da eficácia clínica da terapia. Tal abordagem pode facilitar a 

adesão do paciente ao tratamento, o que é essencial para a evolução ideal da 

terapêutica de doenças crônicas. Apesar de a eficácia clínica ser um fator crucial para 

a determinação da terapia, seus custos, complicações e suas comorbidades, além da 

conveniência do uso dos medicamentos (fator pelo qual pode influenciar na adesão 

do paciente) também são aspectos importantes que afetam a escolha do tratamento 

(KAVANAUGH, 2010).  

A terapia corrente da AR envolve uma ampla variedade de agentes que 

exercem seus efeitos anti-inflamatórios ou imunomoduladores. Estes medicamentos 

podem ser micromoléculas, no caso dos anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs), 

dos anti-inflamatórios esteroidais (AIEs) e dos medicamentos antirreumáticos 

modificadores da doença (DMARDs), ou macromoléculas que incluem anticorpos e 

receptores solúveis. Vale ressaltar que os referidos medicamentos são indicados por 

atenuar os sinais e os sintomas da AR. À exceção dos AINEs, a terapêutica atual pode 

retardar a progressão da lesão óssea e o estreitamento da cavidade articular e, 

consequentemente, a evolução da doença (PISETSKY & WARD, 2012). 

Por fim, o tratamento que inclui a associação de fármacos pode ser mais 

apropriado por atuar em diferentes mecanismos envolvidos na geração da dor, 

favorecendo o sinergismo entre os efeitos dos fármacos (VAN DER LAAR et al., 2012). 

 

1.4.1 Anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs) 

Os AINEs podem ser indicados para o tratamento farmacológico de pacientes 

com AR por causar um efeito analgésico mais imediato comparado a outros fármacos 

(RUOFF, 2014). 

O mecanismo de ação dos AINEs tradicionais consiste na inibição não-seletiva 

das isoformas da enzima COX-1 e COX-2. No entanto, apesar da sua eficácia 

terapêutica incontestável, o tratamento prolongado com AINEs acarreta no surgimento 

de efeitos gastrointestinais indesejáveis, como gastrite erosiva, úlcera péptica e 

complicações ulcerativas que justificam a descontinuidade da terapia em grande parte 



58 

 

dos pacientes. Ainda, o uso de AINEs em indivíduos suscetíveis a manifestação 

destes efeitos colaterais é fortemente desencorajado (RAO & KNAUS, 2008). 

Os inibidores seletivos de COX-2 foram desenvolvidos na expectativa de 

reduzir o surgimento dos efeitos colaterais gástricos associados à inibição não-

seletiva da enzima COX. Deste modo, a Searle e a Pfizer, atualmente Pfizer Inc., 

desenvolveu o celecoxibe (Celebra®), seguido pelo rofecoxibe (Vioxx®) da Merck. 

Entretanto, estudos conclusivos demonstraram que o uso de inibidores seletivos da 

COX-2 provoca um desequilíbrio entre as concentrações naturais do eicosanoide 

protrombótico TXA2, proveniente das plaquetas, e da PGI2 (antiagregante/ 

antitrombótico) originada das células endoteliais, potencializando o surgimento de 

problemas cardiovasculares como o infarto agudo do miocárdio, justificando a 

suspensão da comercialização do Vioxx® (RUOFF & LEMA, 2003). 

Contudo, os inibidores COX-2 ainda são considerados fármacos analgésicos e 

anti-inflamatórios importantes para o tratamento de milhões de pacientes. Nunca é 

demasiado afirmar que os AINEs constituem um vasto arsenal de opções 

farmacológicas para o tratamento anti-inflamatório de diversas doenças, inclusive para 

a AR (ABRAMSON, 2011). 

Apesar de cerca de 10 milhões de pessoas no mundo serem tratadas 

diariamente com AINEs, a obtenção do equilíbrio entre seus benefícios e os riscos 

existentes continua um desafio a ser superado (ABRAMSON, 2011).  

 

1.4.2 Glicocorticoides 

Historicamente, os glicocorticoides são empregados para o tratamento da AR 

desde 1948 graças às observações de Philip Hench sobre a administração de 

cortisona na rápida remissão dos sintomas da doença (HENCH, 1950). 

Extensamente indicado em todo o mundo, os glicocorticoides são amplamente 

utilizados no tratamento da AR em virtude dos seus efeitos anti-inflamatórios e 

imunossupressores e, por isto, constituem a abordagem padrão em administração 

associada a algum DMARD (STAHN et al., 2007). 

Atualmente, cerca de 55% dos pacientes com AR nos países desenvolvidos 

usam estes fármacos enquanto que nos países em desenvolvimento esta taxa pode 

ser maior por, invariavelmente, disponibilizar menos recursos e principalmente porque 

com frequência os glicocorticoides estão disponíveis sem prescrição médica (WOLFE 

et al., 2006; KALLA & TIKLY, 2003). 
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A indicação dos glicocorticoides para o tratamento da AR é embasada a partir 

de evidências convincentes (KIRWAN et al., 2007; KIRWAN, 1995). Além de os 

glicocorticoides induzirem efeitos modificadores da doença (inibem danos articulares 

observados por radiografia) nos primeiros anos de tratamento, estes fármacos 

também são indicados para a terapia da AR por cobrir o início tardio da manifestação 

dos efeitos terapêuticos dos DMARDs que pode ser de semanas a meses (HUSCHER 

et al., 2009; HOES et al., 2010; VAN EVERDINGEN et al., 2002). 

Ainda, melhores resultados obtidos com o emprego de glicocorticoides tem sido 

documentado com relação a todos os parâmetros clínicos, incluindo a fadiga, rigidez 

articular matinal e a dor. De um modo geral, apesar de os efeitos benéficos diminuírem 

após seis meses do início da terapia, alguns médicos reportam que os pacientes 

sofrem agravamento dos sintomas da doença com a interrupção do tratamento 

(SPIES et al., 2009). 

Mesmo que os glicocorticoides exerçam seus efeitos por múltiplos mecanismos 

que não foram completamente compreendidos, diversos estudos indicam que os AIEs 

suprimem a inflamação por inúmeros fatores dos quais podem ser citados: a inibição 

da produção de mediadores inflamatórios, como o TNF- e as prostaglandinas, e a 

redução na migração leucocitária para a área da lesão (BARNES, 2006). 

De um modo geral, os glicocorticoides promovem alterações difundidas pelo 

organismo. Seus efeitos acontecem a partir da interação e ativação do receptor de 

glicocorticoide localizado no citoplasma, induzindo sua translocação para o núcleo. 

Em seguida, o complexo formado (receptor-fármaco) se liga em regiões específicas 

de fatores de transcrição gênica, como AP-1 e NF-ƙB. Consequentemente, há a 

supressão da expressão de genes codificadores de moléculas de adesão e de 

diversas citocinas, tais como: IL-1, IL-6 e o já citado TNF-α. De modo complementar, 

os glicocorticoides regulam negativamente os genes da iNOS e COX-2 e assim 

contribuem respectivamente para a redução da produção de óxido nítrico e PGE2 nos 

tecidos inflamados (SCHIMMER & PARKER, 2006). 

Claramente, grande parte dos autores foca nos efeitos terapêuticos dos 

glicocorticoides e não no monitoramento da terapia. Tal conduta possivelmente 

prejudica a identificação dos efeitos adversos que podem ser relevantes na prática 

clínica diária. Mesmo assim, os efeitos indesejáveis destes fármacos são amplamente 

descritos (VAN DER GOES et al., 2010). 
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Mesmo a administração de doses inferiores a 7,5 mg de prednisolona ou 

corticoide equivalente resulta em efeitos indesejáveis, incluindo: hiperglicemia, 

cataratas e glaucoma, além da possibilidade de alguns casos de osteoporose e 

disfunção do eixo hipotálamo-hipófise-suprarrenal que pode contribuir para os 

distúrbios apresentados pela interrupção abrupta do tratamento (CADWELL & 

FURST, 1991; BARNES & ADCOCK, 2009). Ademais, Saang e colaboradores (1994) 

definiram que estas baixas doses de glicocorticoides administrados por 

aproximadamente cinco anos ocasionam o desenvolvimento de fraturas, sangramento 

ou formação de úlceras no TGI, além do aumento do risco de infecções graves, como 

pneumonia (STUCK et al., 1989; WOLFE et al., 2006). 

Adicionalmente, a terapêutica de associação do glicocorticoide com um 

DMARD está intimamente relacionada com maior incidência de efeitos adversos, 

ainda que esta conduta seja preconizada ou que prolongue os efeitos promovidos pelo 

metotrexato (MALYSHEVA et al., 2008). 

Apesar dos constantes e prováveis efeitos colaterais provenientes do uso de 

glicocorticoides, a diversidade de fármacos desta classe e dos regimes disponíveis 

para o tratamento associados ao seu baixo custo também os tornam uma opção 

atrativa na terapêutica em associação com DMARDs. 

 

1.4.3 Medicamentos antirreumáticos modificadores da doença (DMARDs) 

Até meados dos anos 90, os reumatologistas consideravam os medicamentos 

antirreumáticos modificadores da doença (do inglês: Desease Modifying Anti-

rheumatic Drugs- DMARDs) como a principal opção farmacológica para o tratamento 

de pacientes com AR. Esta classe de medicamentos é composta por fármacos 

estruturalmente diversificados que incluem o ouro, a sulfassalazina, a 

hidroxicloroquina, a cloroquina, a ciclosporina, a azatioprina, a D-penicilamina, o 

auranofin e o metotrexato, que é mais efetivo e menos tóxico que os outros. Estes 

fármacos são capazes de reduzir o edema e a dor, além de limitar os danos 

progressivos às articulações e melhorar suas funções (SMITH et al., 2011). 

Indicado inicialmente para a terapêutica da leucemia (1948), o metotrexato foi 

testado em pacientes com AR apenas em 1962. Contudo, somente após os resultados 

publicados por Hoffmeister (1983) e a aprovação do FDA em 1988 que os 

reumatologistas incluíram gradativamente o metotrexato no arsenal terapêutico contra 
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a AR. Atualmente, este fármaco é considerado o principal componente do tratamento 

de indivíduos com a referida doença autoimune (WEINBLATT, 2013). 

Mais ainda, um estudo realizado por Krause e colaboradores (2000) mostrou 

que a eficácia terapêutica do metotrexato está associada à redução da mortalidade 

dos pacientes com AR grave, indicando um prognóstico melhor para estes indivíduos. 

Todavia, as pessoas tratadas com o metotrexato continuamente tendem a ser 

refratários à terapia e com efeitos colaterais significativos (VAN VOLLENHOVEN & 

CHATZIDIONYSIOU, 2013). 

Sabendo que o metotrexato inibe a diidrofolato redutase, uma enzima 

importante na formação do cofator essencial para a síntese de precursores de DNA, 

o tetraidrofolato (FH4), os principais efeitos tóxicos provocados pelo metotrexato 

podem ser observados em células em rápida divisão da medula óssea e do epitélio 

do trato gastrointestinal, resultando em mucosite, mielossupressão e trombocitopenia. 

Outrossim, a fibrose e a cirrose hepática constituem outros efeitos colaterais de 

importância particular na administração ininterrupta do metotrexato. Vale destacar que 

o aumento da fibrose portal do fígado é detectado frequentemente e exige a 

suspensão da administração do fármaco (CHABNER et al., 2006). 

Em suma, a redução da eficácia e o advento de efeitos colaterais 

potencialmente graves que justificam a interrupção do tratamento são fatores que 

certamente prejudicam o controle adequado da evolução da AR. 

 

1.4.3.1 Inibidor JAK3 

Desde a descoberta do papel da JAK como uma das principais vias de 

sinalização envolvendo a síntese de citocinas, há esforços significativos na obtenção 

de um fármaco inibidor da JAK e, portanto, com potencial efeito imunomodulador. 

Inicialmente conhecido como tasocitinibe e CP-690550, o tofacitinibe (figura 11) 

é um inibidor da enzima JAK3 desenvolvido pela Pfizer que regula negativamente a 

resposta inflamatória. Em 06 de Novembro de 2011, este fármaco foi aprovado pela 

agência americana de saúde e serviços humanos, FDA (do inglês: Food and Drug 

Administration), para o tratamento da AR moderada à severa em adultos com resposta 

inadequada ou com intolerância ao metotrexato. O tofacitinibe é o primeiro fármaco 

classificado como DMARD a atingir o mercado em mais de 10 anos e um 

imunomodulador vantajoso por ser administrado por via oral (NEWS IN BRIEF, 2012).  
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Figura 11: Tofacitinibe é um inibidor JAK3 administrado por via oral indicado para o 

tratamento da AR. 

 

 

Estudos clínicos de fase III que foram relevantes para a aprovação do inibidor 

JAK para o tratamento da AR pelo FDA mostraram que a monoterapia com tofacitinibe 

a 5 ou 10 mg por 2 vezes ao dia por via oral exibiu significativa redução nos sinais e 

sintomas da referida doença, bem como a melhora da função física dos pacientes 

comparados ao placebo (FLEISHMAN et al., 2012). Após 6 meses de tratamento, o 

fármaco em questão também apresentou eficácia clínica, que perdurou por 12 meses, 

similar ao adalimumabe, um anticorpo anti-TNF-α (VAN VOLLENHOVEN, 2012). Vale 

ressaltar que o tofacitinibe foi efetivo na terapia de pacientes com AR ativa e não-

responsivos à DMARD (KREMER et al., 2012; FLEISHMAN et al., 2012b). 

Apesar de a efetividade pronunciada do tofacitinibe não ser diferente entre as 

doses empregadas, o tratamento com doses de 10 mg do fármaco por 12 meses 

provocou eventos adversos mais frequentes comparados ao placebo. Ademais, o uso 

do tofacitinibe foi associado com a redução do número de neutrófilos, o aumento dos 

níveis de LDL e HDL, efeitos gastrointestinais e cardíacos indesejáveis. Ainda, os 

autores reportaram o desenvolvimento de tuberculose sem, contudo, haver a 

manifestação de outras infecções oportunistas e sugeriram o monitoramento médico 

para cada evento (VAN VOLLENHOVEN, 2012).  

Além de fornecer uma nova opção terapêutica para o tratamento da AR, a 

aprovação do tofacitinibe impulsiona a promessa de micromoléculas como 

imunomoduladores. Ainda, dentre outros inibidores JAK que estão em 
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desenvolvimento para a terapia farmacológica da AR, o baricitinibe (INCB28050 e 

LY3009104) da Lilly é o mais avançado nas pesquisas de fase clínica (DOLGIN, 2011).  

 

1.4.4 Fármacos biotecnológicos 

Há aproximadamente dez anos, a introdução da terapia biológica revolucionou 

o tratamento da AR por melhorar notavelmente os seus sintomas e por proporcionar 

um controle mais adequado do desenvolvimento da doença (CAÑETE & PABLOS, 

2013). Os fármacos biotecnológicos diferem dos DMARDs convencionais por serem 

proteínas associadas ou anticorpos monoclonais produzidos a partir de técnicas de 

engenharia genética e obtidos em culturas de células eucariontes (SMOLEN et al., 

2007). 

Sabendo que a etiologia da AR envolve aspectos multifatoriais com a 

participação de diversas citocinas fundamentais tanto para a gênese quanto para a 

sua manutenção, alguns estudos pioneiros evidenciaram resultados relevantes sobre 

a evolução dos sinais e sintomas da AR a partir da neutralização do TNF-α. Com este 

trabalho, houve de fato um novo direcionamento nas estratégias de tratamento da 

referida doença autoimune (ELLIOTT et al., 1994).  

Atualmente, o bloqueio de TNF-α é amplamente considerado na terapêutica de 

pacientes com AR em virtude da rápida e eficiente neutralização da inflamação 

articular baseada na descontinuidade da cascata de citocinas. Alguns anticorpos e 

receptores solúveis que neutralizam estes mediadores tem sido amplamente 

desenvolvidos e mudam significativamente o curso desta doença, apesar de serem 

utilizados em associação com metotrexato e indicado após o paciente não responder 

ao tratamento somente com DMARD (Quadro 1) (SHETTY et al., 2014; CAÑETE & 

PABLOS, 2013; AGARWAL, 2011).  

Como exemplo da eficácia destes fármacos, estudos experimentais 

demonstram que a administração intra-articular de etanercepte ou infliximabe previne 

a sensibilização de fibras polimodais C induzida pelo TNF-α em articulações 

inflamadas que consequentemente reduziu a condução de impulsos nervosos, 

atenuou os comportamentos associados à dor e melhorou a locomoção dos animais 

no modelo de AIA. Segundo König e colaboradores (2014), o tratamento com 

etanercepte também diminui a excitabilidade de neurônios da medula espinhal. Há a 

importância de mencionar que a administração de etanercepte em articulações 

normais não altera o limiar de ativação das fibras polimodais C em animais selvagens. 
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Assim, a neutralização do TNF-α em joelhos inflamados diminui consideravelmente a 

hipernocicepção mecânica induzida tanto por estímulos inócuos quanto nocivos 

(SCHAIBLE et al., 2010; RICHTER et al., 2010; BOETTGER et al., 2008). 
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Clinicamente, o bloqueio do TNF-α propiciado pelo infliximabe melhora 

rapidamente as condições de dor dos pacientes com AR, antes mesmo de atingir os 

efeitos anti-inflamatórios na articulação. Em 2011, Hess e colaboradores mostraram 

que a administração deste fármaco biotecnológico promoveu uma ação anti-

hipernociceptiva extremamente significativa possivelmente pela modulação negativa 

de interações cerebrais, o que preveniu o fluxo de sinais nociceptivos aumentados 

para estruturas superiores do SNC, como o córtex e o tálamo (HESS et al., 2011). 

Ao nível celular, Szalay e colaboradores (2014) determinaram a prevalência 

dos principais subtipos de células T responsáveis pela regulação da resposta 

inflamatória na AR sob influência da terapia com inibidores de TNF-α. Apesar de 

algumas diferenças proporcionadas pelo tratamento, todos os agentes biológicos anti-

TNF-α testados aumentaram a prevalência de células Treg. Também, a literatura 

claramente aponta que a redução terapêutica de TNF-α inibe diretamente a geração 

de células Th17 e consequentemente os níveis de IL-17 (YUE et al., 2010; VAN DEN 

BERG & MIOSSEC, 2009). Em conjunto, tais dados permitem sugerir que o 

deslocamento do equilíbrio dinâmico de células pró-inflamatórias para o perfil de 

células anti-inflamatórias é crucial para a tentativa de reestabelecer a homeostasia do 

sistema imune e colaborar para a melhora do paciente com AR (SZALAY et al., 2014). 

Em virtude destas informações, futuramente nós determinaremos a influência do 

tratamento com as substâncias-teste deste trabalho sobre a quantidade de células 

Treg na articulação. 

Apesar de os fármacos biotecnológicos aprovados para o tratamento da AR 

proporcionarem os efeitos benéficos supracitados, melhorarem rapidamente os sinais 

e sintomas desta doença por retardarem as lesões ósseas e cartilaginosa e reduzirem 

a sua evolução, estes medicamentos causam reações indesejáveis no local da 

administração e devem ser utilizados de modo criterioso porque aumentam 

consideravelmente o risco de infecções oportunistas, como pneumonia e tuberculose. 

Portanto, os referidos biofármacos não devem ser associados entre si (AGARWAL, 

2011).  

Enquanto os fármacos biotecnológicos são de alto peso molecular e regulam 

sinalizações intercelulares pelas interações com moléculas de superfície ou proteínas 

secretadas, as substâncias de baixo peso molecular administradas por via oral que 

sejam capazes de atuar seletivamente em um alvo essencial para o desenvolvimento 

e a manutenção da AR são pensadas e buscadas incessantemente porque poderiam 
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regular direta e efetivamente múltiplas vias de sinalizações intracelulares relevantes 

para a síntese do TNF-α e para ocorrência da doença em questão (TANAKA & 

YAMAOKA, 2013). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Como uma doença crônica e debilitante, as consequências da AR estão 

intensamente relacionadas com problemas socioeconômicos graves em diferentes 

níveis. Dentre eles, podemos mencionar que os custos intangíveis são impulsionados 

principalmente por três aspectos: o primeiro é a perda da qualidade de vida, 

caracterizada pela maior ocorrência de depressão, insônia e ansiedade, além da 

própria incapacidade física e a dor, o outro é marcado pelas comorbidades associadas 

à doença, como o câncer, osteoporose, riscos aumentados de fraturas e eventos 

cardiovasculares (vasculite, hipertensão, miocardite, pericardite e infarto agudo do 

miocárdio) e finalmente a morte precoce dos indivíduos (Tabela 1) (UHLIG et al., 2014; 

RUSSEL et al., 2011; KARSDAL et al., 2011; van ZONNEVELD et al., 2012). A 

ocorrência destas manifestações sistêmicas extra-articulares é o principal preditor 

para a redução da expectativa de vida destas pessoas (MIELANTS & DEN BOSCH, 

2009). 

Ainda, a AR proporciona um ônus econômico bastante significativo. Segundo 

um estudo prospectivo realizado em 2011, até 40% dos pacientes acometidos por esta 

doença autoimune são incapazes de trabalhar em 5 ou 10 anos após o diagnóstico da 

doença e cerca de 30% ficam incapacitados permanentemente (Tabela 1) (JACOB et 

al., 2011; OMS, 2004). Estes indivíduos geram uma perda de produtividade 

significativa para o país equivalente a 32% dos custos relacionados a AR. Vale 

destacar que, como outras doenças crônicas progressivas, os custos da AR 

aumentam conforme a gravidade da doença, particularmente em virtude da 

incapacidade funcional (LUNDKVIST et al., 2008). Como resultado, muitos se tornam 

dependentes do Estado para os serviços de saúde e suporte social (MODY & 

CARDIEL, 2008). 
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Tabela 1: Características socioeconômicas associadas com a AR. 

Incidência: 1% da população mundial 

Anualmente: 20- 50 novos casos/100.000 habitantes 

Ápice de incidência aos 70 anos do indivíduo 

Multifatorial: Fatores de risco hereditários e ambientais 

Até 40% dos pacientes incapacitados para trabalhar 

Cerca de 30% incapacitados permanentemente 

Menor qualidade de vida 

Redução da expectativa de vida 

 

De acordo com Lundkvist e colaboradores (2008), os custos totais provocados 

por esta doença na Europa foram estimados em € 42 bilhões no ano de 2006. Para 

exemplificar, um estudo realizado na Suíça mostrou que o custo anual com pacientes 

diagnosticado com AR é cerca de duas a três vezes maior comparado com indivíduos 

saudáveis e este valor pode ser superior a € 23.000,00, semelhante aos EUA 

(ERIKSSON et al., 2013).  

No Brasil, os gastos anuais diretos com o tratamento da AR atingem 

aproximadamente US$ 3.153,00 por paciente (valor projetado/corrigido para o câmbio 

atual), onde não estão incluídos os fármacos biotecnológicos (CHERMONT et al., 

2008- US$ 1,00= R$ 2,66). De acordo com o relatório de estatística de compras de 

medicamentos de 2009 provenientes do Ministério da Saúde, o governo federal gastou 

em torno de R$ 30 bilhões com a compra de somente dois dos principais fármacos 

desta classe que podem ser indicados para o tratamento da AR.   

Segundo levantamento bibliográfico, além do custo elevado, o tratamento com 

fármacos biotecnológicos também é caracterizado pela administração exclusiva por 

vias parenterais e por apresentar uma taxa de ineficácia em cerca de 30% dos 

indivíduos submetidos a esta terapia (HANDA & SHANKAR, 2004). A causa 

fundamental para a ocorrência desta desvantagem pode ser explicada pela geração 

de anticorpos contra o fármaco biológico, mas não por falhas relacionadas ao alvo 

terapêutico em si (VINCENT et al., 2013). 
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2.1 DERIVADOS N-ACILIDRAZÔNICOS INDÓLICOS  

Esta série foi desenvolvida a partir da inserção de dois grupamentos metileno 

(bis-homologação) entre as subunidades indólica e a N-acilidrazona (NAH), tendo 

como protótipo o LASSBio-651. Este composto apresentou perfil antinociceptivo 

destacável e capacidade de reduzir a produção de PGE2 em aproximadamente 65% 

no modelo de air pouch e diminuiu TXB2 em 99,5% a 100 µM no ensaio realizado em 

plaquetas estimuladas com colágeno (Resultados não-publicados). 

Dentro de uma série de derivados NAH indólicos bis-homologados, LASSBio-

1247 e LASSBio1248 (Figura 12) se destacaram por serem seguros quanto à 

toxicidade gástrica em experimento de administração única, além de apresentarem 

efeitos pronunciados nos modelos de contorções abdominais induzidas por ácido 

acético apresentando dose eficaz para 50% do efeito máximo (DE50) equivalente a 6,6 

e 7,7 µmol/kg, respectivamente. Ademais, LASSBio-1247 e o LASSBio-1248 

administrados na dose de 100 µmol/kg apresentaram atividade anti-hipernociceptiva 

semelhante ao protótipo LASSBio-651 e a indometacina no modelo hipernocicepção 

térmica induzida por carragenina e também reduziram significativamente a migração 

de neutrófilos no mesmo modelo inflamatório. Por fim, na concentração de 100 µM, 

ambos diminuíram significativamente a produção de TNF-α proveniente de 

macrófagos estimulados por LPS (SANTOS, 2009). 

 

 

         

 

Figura 12: Estrutura dos derivados N-acilidrazônicos indólicos LASSBio-1247 e LASSBio-

1248 (Grupamento indólico- verde; grupamento NAH- vermelho; grupamento p-metoxifenila- 

azul; grupamento 2-furila- amarelo). 

 

LASSBio-1248 LASSBio-1247 
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Portanto, diante da redução da qualidade de vida, dos consideráveis ônus 

econômico propiciado pela AR e dos efeitos colaterais extremamente danosos dos 

medicamentos indicados aos pacientes, associados a protótipos anti-inflamatórios e 

anti-hipernociceptivos administrados por via oral que reduzem a produção de TNF-α, 

há a oportunidade do desenvolvimento de novos fármacos que possam contribuir 

primeiramente para a redução da dor, bem como melhorar a qualidade de vida dos 

pacientes e os impactos sociais e econômicos proporcionado pela AR. 
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3.1 OBJETIVO GERAL 

A triagem farmacológica dos compostos NAH indólicos bis-homologados 

mostrou que LASSBio-1247 e LASSBio-1248 são os mais promissores da série em 

virtude da ausência de ulcerações gástricas e fundamentalmente pela atividade 

inibitória sobre a hipernocicepção e a migração de neutrófilos in vivo no modelo 

inflamatório induzido por carragenina, bem como pela redução pronunciada da 

produção de TNF-α proveniente de macrófagos estimulados por LPS (SANTOS, 

2009).  

Com isto, o objetivo principal deste trabalho consiste em buscar protótipos 

candidatos a fármaco para o tratamento da AR a partir da investigação dos 

mecanismos de ação das atividades anti-inflamatória e analgésica dos derivados N-

acilidrazônicos indólicos LASSBio-1247 e LASSBio-1248. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Dentre os objetivos específicos pretende-se:  

 

 Determinar a potência inibitória dos derivados sobre a produção de TNF-

α in vitro;  

 Verificar se os derivados NAH indólicos alteram a viabilidade celular;  

 Avaliar se as substâncias-teste apresentam atividade anti-

hipernociceptiva em modelos experimentais cuja resposta álgica seja 

mediada por citocinas e vias de sinalização envolvidas com a 

fisiopatologia da AR;  

 Aferir se os efeitos antinociceptivos de LASSBio-1247 e LASSBio-1248 

podem ocorrer em componentes neurogênicos e inflamatórios, bem 

como avaliar a participação de alvos importantes associados à dor 

inflamatória: receptores canabinoides;  

 Determinar o potencial antiquimiotático dos derivados NAH indólicos;  

 Determinar não só o efeito anti-hipernociceptivo de LASSBio-1247 e 

LASSBio-1248 em um modelo de AIA, mas também estudar seus papéis 

sobre a quantidade de leucócitos totais e de mediadores inflamatórios 

que são relevantes na ocorrência da hipernocicepção do experimento 

em questão; 
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 Observar se o tratamento contínuo com LASSBio-1247 ou LASSBio-

1248 é capaz de provocar irritabilidade gástrica; 

 Investigar se LASSBio-1247 pode atuar na cascata do AA. 
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4.1 MATERIAL 

Agregômetro ..................................................................... Chronolog 

Fluxo de ar ........................................................................ Filtracom 

Membrana de nitrocelulose ............................................... BIO-RAD 

Membrana policarbonato (migração)  ............................... Neuroprobe 

Placas de cultura de células ............................................. TPP 

Placa quente ..................................................................... Socrel 

Placa para dosagem de TNF-α ......................................... NUNc 

Von Frey eletrônico ........................................................... INSIGHT 

 

4.1.1 Animais 

Camundongos swiss e balb-C (18- 30 g) e ratos wistar (150- 200 g) utilizados 

neste trabalho foram provenientes do biotério da Faculdade de Farmácia, localizado 

no Centro de Ciências e Saúde (CCS) na Universidade Federal do Rio de Janeiro 

(UFRJ) e do Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da FIOCRUZ. 

Todos os animais foram criados com livre acesso a água e comida, em condições de 

temperatura ambiente variando de 22 ± 1oC, com ciclo de claro e escuro de 12 horas. 

Antes do início de cada experimento, os animais foram submetidos ao jejum de 8 h 

para a administração por v.o das substâncias, exceto nos dias de tratamento contínuo 

exigido pelo modelo de AIA.  

Todos os experimentos obedeceram aos princípios éticos da manipulação 

animal conforme as normas e princípios do uso de animais de experimentação em 

pesquisa e foram aprovados pelo Comitê de Ética para utilização de animais de 

experimentação da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA-UFRJ), sob o 

registro FARMÁCIA02. 

 

4.1.2 Reagentes 

2-mercaptoetanol .............................................................. BIO-RAD 

3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-brometo de difeniltetrazólico  

(MTT)  ............................................................................... SIGMA 

Ácido clorídrico ................................................................. GRUPO QUÍMICA 

Adjuvante completo de Freund (CFA) .............................. SIGMA 

Albumina sérica bovina (BSA)  ......................................... SIGMA 

Albumina sérica bovina metilada (mBSA)  ........................ SIGMA 



78 

 

AM281 .............................................................................. TOCRIS 

AM630 .............................................................................. TOCRIS 

Azul de Evans ................................................................... VETEC 

Capsaicina ........................................................................ SIGMA 

Cloreto de sódio ................................................................ REAGEN 

Cloreto de potássio ........................................................... REAGEN 

Dimetilsulfóxido (DMSO)  .................................................. SIGMA 

EDTA ................................................................................ SIGMA 

FLIPR 5 ............................................................................. MOLECULAR    

 DEVICE 

Formaldeído ...................................................................... REAGEN 

Fosfato de potássio monobásico ...................................... REAGEN 

Fosfato de potássio bibásico ............................................ GRUPO QUÍMICA 

Goma arábica ................................................................... SIGMA 

Hanks ................................................................................ SIGMA 

Indometacina .................................................................... SIGMA 

LASSBio-1247 .................................................................. LASSBio 

LASSBio-1248 .................................................................. LASSBio 

LPS ................................................................................... SIGMA 

Metanol ............................................................................. TEDIA 

n-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP)  ....................... SIGMA 

Percoll ............................................................................... SIGMA 

RPMI ................................................................................. SIGMA 

Solução sulfato de Cobre II ............................................... SIGMA 

Solução de ácido bicinconínico (BCA)  ............................. SIGMA 

Soro fetal bovino inativado ................................................ GIBCO 

SB203580 ......................................................................... TOCRIS 

Talidomida ........................................................................ SIGMA 

Tioglicolato de sódio ......................................................... SIGMA 

TMB .................................................................................. BD Biosciences 

Triton................................................................................. SIGMA 

Tween 20 .......................................................................... J.T.Baker 

Win55.212-2 ..................................................................... TOCRIS 
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4.1.3 Soluções 

4.1.3.1 Solução Salina 0,9% 

NaCl        0,9 g 

Água destilada      q.s.p. 100 mL 

 

4.1.3.2 Solução de Goma Arábica 5% 

Goma arábica      5 g 

Água destilada      q.s.p. 100 mL 

 

4.1.3.3 Solução PBS 

 Fosfato de sódio monobásico    0,83 g  

 Fosfato de sódio bibásico     1,8 g 

 NaCl        8,0 g 

 KCl        0,2 g 

 Água milli-Q       q.s.p. 1,0 L 

O pH da solução deve ser ajustado para 7,4. 

 

4.1.3.4 Solução de formalina 2,5% 

 Formaldeído 37%      2,5 mL 

 Solução salina 0,9%     q.s.p 100 mL 

 

4.1.3.5 Solução de dosagem de proteína 

 BCA        50 partes 

 Solução de sulfato de Cobre II    1 parte 

 

4.1.3.6 Solução de capsaicina 

Capsaicina       16 µg 

Salina        100 µL 

 

4.1.3.7 Solução de azul de Evans 

 Azul de Evans      1 g 

 Água destilada      q.s.p 100 mL 
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4.2 DOSAGEM DE TNF-α EM CULTURA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS 

ESTIMULADOS POR LPS (Adaptado de: POSADAS et al., 2004) 

Inicialmente, 1 mL de solução de tioglicolato de Na 3% foi administrada por via 

intraperitoneal (I.P) em camundongos balb-c. Depois de 3 dias, os macrófagos foram 

coletados por lavagem do peritônio com 5 mL de RPMI estéreo, para posterior 

contagem em câmara de Neubauer e ajuste da concentração celular para 100.000 

células/mL. Em seguida, 300 μL desta suspensão de células foram semeados em 

placa de 96 poços e incubados por 1 h em estufa de CO2 (5% CO2, temperatura 37°C, 

umidade 80- 90%) para permitir a adesão dos macrófagos à superfície dos poços. 

Após este período, os poços foram lavados por 2 vezes com PBS para a retirada das 

células que não aderiram. Em seguida, 300 μL de RPMI suplementado com 10% de 

soro fetal bovino inativado, estreptomicina e penicilina (50 U/mL) foram adicionados 

aos poços onde o DMSO ou as substâncias-teste foram incubadas por 1 h antes do 

estímulo com LPS por 24 h. 

Após este tempo de estímulo, o sobrenadante foi coletado e o TNF-α dosado 

por ensaio imunoenzimático de acordo com as instruções do fabricante. 

 

4.2.1 Determinação da potência inibitória (CI50) sobre a produção da 

citocina TNF-α 

A potência inibitória dos derivados NAH indólicos LASSBio-1247 e LASSBio-

1248 sobre a produção de TNF-α foi determinada a partir da utilização de 

concentrações diferentes dos derivados que variaram de 0,1-300 µM em cultura de 

macrófagos estimulados por LPS. 

As curvas logarítmicas das respostas em função das concentrações foram 

realizadas através de regressão não-linear com inclinação variável no programa 

GraphPad Prism v. 5.0®. 

 

4.3 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR (Adaptado de MOSMANN et al., 

1983) 

A viabilidade celular é um ensaio colorimétrico avaliado com base na 

capacidade das desidrogenases mitocondriais de células vivas clivarem o anel 

tetrazólico do MTT (3,-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazólico), 

reduzindo-o em cristais violetas de formazam que são insolúveis em meio aquoso. A 
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formação deste produto é proporcional às mitocôndrias funcionais na célula (EIDI et 

al., 2010). 

Inicialmente, 1 mL de solução de tioglicolato de Na 3% foi administrada por via 

intraperitoneal (I.P) em camundongos balb-c. Depois de 3 dias, os macrófagos foram 

coletados por lavagem do peritônio com 5 mL de RPMI estéreo, para posterior 

contagem em câmara de Neubauer e ajuste da concentração celular para 300.000 

células/mL. Uma alíquota de 300 μL desta suspensão de células é plaqueada por 1 h 

em estufa de CO2 (5% CO2; 37ºC; umidade 80-90%) em placa de 96 poços para 

permitir a adesão dos macrófagos à superfície dos poços. Após este período, os poços 

foram lavados por 2 vezes com PBS para a retirada das células que não aderiram. Em 

seguida, 300 μL de RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, 

estreptomicina e penicilina (50 U/mL) foram adicionados aos poços onde o DMSO ou 

as substâncias-teste foram incubadas.  Após 18 h, adicionou-se 20 µL de solução de 

MTT à cultura de macrófagos seguida pela incubação por mais 4 h a 37ºC. Ao final 

deste tempo, foram adicionados 200 µL de DMSO para a solubilização dos cristais de 

formazan precipitados.  

A leitura da absorbância foi realizada em leitor de microplaca a 490 nm. 

 

4.4 ENSAIO DE HIPERNOCICEPÇÃO TÉRMICA INDUZIDA POR LPS OU 

CAPSAICINA (VAJJA et al., 2004; MIZUSHIMA et al., 2005) 

Estes ensaios farmacológicos consistem em verificar a atividade anti-

hipernociceptiva dos compostos NAH indólicos a partir da latência de resposta da 

retirada de pata que é obtida pela diferença entre as respostas aferidas no tempo 0 h 

(administração de LPS ou capsaicina) com as respostas de cada tempo seguinte. Os 

resultados foram expressos em variação (Δ) de latência da resposta hipernociceptiva 

em segundos. 

Ratos Wistar são colocados individualmente em uma placa quente com a 

temperatura ajustada a 52 ± 0,1ºC. A primeira leitura é aferida 30 min antes da 

administração do composto para que haja a adaptação do animal ao estímulo térmico 

(esta etapa não está incluída nas figuras 13 e 14). A segunda leitura é realizada antes 

da administração por via oral da substância. Uma hora depois (denominada como 

leitura de tempo 0 h), o agente flogístico LPS é administrado pela via intraplantar e a 

resposta hipernociceptiva é avaliada 1, 2 e 3 h após esta etapa (Figura 13).  
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A diferença para o modelo de hipernocicepção induzida por capsaicina 

comparado com a indução por LPS é que as leituras são realizadas nos tempos de 2, 

5, 10, 30 e 60 min após a administração intraplantar da capsaicina (Figura 14). Ainda, 

os resultados são expressos em variação do tempo de latência (variação do tempo de 

latência= tempo 0h- tempos posteriores a administração). 

 

 

Figura 13: Esquema representativo do ensaio de hipernocicepção térmica induzida por LPS. 

  

 

Figura 14: Esquema representativo do ensaio de hipernocicepção térmica induzida por 

capsaicina. 

 

Vale ressaltar que a administração das substâncias LASSBio, do SB203580 e 

da talidomida foi realizada por v.o na dose de 100 µmol/kg em uma suspensão de 

goma arábica 5%. Esta dose é amplamente adotada pelo grupo para os experimentos 

de triagem farmacológica.  

 

4.5 INVESTIGAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DO RECEPTOR TRPV1: ESTUDOS 

DE IMAGEAMENTO DE CÁLCIO EM CÉLULAS HEK-293. 

Foram utilizadas células HEK-293 expressando o receptor TRPV1 humano. 

Estas células foram lavadas com DMEM e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min 

(procedimento realizado duas vezes). Após esta etapa, as células foram ressuspensas 

em DMEM, adicionadas a placas de 384 poços na concentração de 20.000 

células/poço e incubadas para adesão à superfície da placa por 24 h. 

Tempo (min)

-60 60 180

I.pl

0

Temperatura= 52  0,1 C

120

Leituras (latência)

Adm. 
(v.o.)

I.pl: LPS 1µg/µL 100 µL

Tempo (min)

-60 10

I.pl

0

I.pl: 10 µL capsaicina 1,6 µg/µL 

Adm. 
(v.o.)

5 302

Temperatura= 52  0,1 C
Leituras (latência)

60



83 

 

Para os estudos de imageamento de cálcio, as células foram incubadas por 1 

h com 20 µL do corante FLIPR 5. Após este período, elas foram submetidas ao 

imageamento de cálcio utilizando o equipamento para leitura de fluorescência 

Hamamatsu Functional Drug Screeening 700 (HAMAMATSU). Depois desta etapa, as 

células foram incubadas com o veículo (HBSS), as substâncias-teste ou o antagonista 

(AMG9810) na concentração de 10µM por 10 min, foi estabelecida a linha de base no 

primeiro minuto e então se adicionou o agonista do receptor TRPV1, a capsaicina (300 

nM). A leitura da fluorescência referente ao influxo de Ca+2 foi obtida por excitação 

dual a 340 nm e 380 nm e a detecção da emissão a 510 nm por 5 min.  

 

4.6 MODELO DE NOCICEPÇÃO INDUZIDA POR FORMALINA 2,5% 

Este ensaio farmacológico é caracterizado pela manifestação de uma fase 

neurogênica e a outra inflamatória. O modelo foi realizado com o intuito de avaliar a 

atividade antinociceptiva dos derivados frente a um estímulo químico cuja resposta 

inflamatória é mediada por aminas, prostaglandinas e TNF-α (SHIBATA et al., 1989; 

YASHPAL & CODERRE, 1998; RIBEIRO et al., 2000). 

Neste experimento, camundongos swiss foram colocados em um recipiente de 

vidro situado acima de um espelho para que o reflexo nociceptivo provocado pelo 

estímulo químico inflamatório fosse visualizado adequadamente. 

Inicialmente, os camundongos foram tratados com as substâncias-teste por v.o 

na dose de 100 µmol/kg em uma suspensão de goma arábica a 5%. Uma hora depois, 

20 µL de formalina a 2,5% foi administrada pela via intraplantar na pata traseira direita 

do animal, que imediatamente foi colocado no recipiente de vidro para que o reflexo 

nociceptivo fosse contabilizado (Figura 15). 

Durante os cinco primeiros minutos, o tempo total em que o camundongo 

lambeu a pata foi cronometrado para analisar um possível efeito antinociceptivo 

neurogênico dos compostos testados. Após 10 min do final desta primeira fase, o 

comportamento dos animais é observado por mais 15 min para que o efeito 

antinociceptivo na fase inflamatória do modelo fosse quantificado (Figura 15). 
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Figura 15: Esquema representativo do ensaio de nocicepção induzida por formalina 2,5%. 

 

Vale ressaltar que somente a lambida da pata afetada foi considerada como 

resposta nociceptiva e os resultados são expressos em tempo de lambida em 

segundos. 

 

4.6.1 Modelo de nocicepção induzida por formalina 2,5%: uso de 

antagonistas canabinoides  

Este mesmo modelo adicionado a conhecidas ferramentas farmacológicas foi 

utilizado para avaliar uma possível participação dos receptores canabinoides na 

atividade antinociceptiva dos derivados NAH indólicos.  

A validação do referido estudo funcional consistiu na administração pela via 

intraperitoneal dos antagonistas CB1 (AM281) na dose de 0,9 μmol/kg ou CB2 

(AM630) na dose de 1,9 μmol/kg 45 min antes da administração intraplantar da 

formalina a 2,5% (Figura 16). Já o agonista canabinoide não-seletivo para os dois 

subtipos de receptores canabinoides (Win55.212-2) também foi administrado pela via 

intraperitoneal na dose equivalente a 5,7 μmol/kg 30 min antes da formalina (Figura 

16) (MALAN et al., 2001; HAN et al., 2013). Vale ressaltar que o Win55.212-2 foi 

utilizado somente para a validação do experimento, ou seja, quando não houve a 

administração dos derivados NAH indólicos. 

 

 

 

Tempo (min)

-60 15

I.pl

0

I.pl: 20µL Formalina 2,5%

Adm. 
(v.o.)

5 30
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Figura 16: Esquema representativo do ensaio de nocicepção induzida por formalina 2,5%: 

avaliação do sistema canabinoide. 

  

Os derivados LASSBio-1247 e LASSBio-1248 foram administrados por v.o  a 

100 µmol/kg e 15 min depois, os animais foram tratados com um dos antagonistas 

descritos previamente. A formalina foi injetada 60 min ao término da gavagem dos 

animais com os derivados NAH indólicos (Figura 16). A análise da resposta foi 

realizada do modo descrito na seção anterior (4.6).  

 

4.7 AVALIAÇÃO DA TEMPERATURA CORPORAL (COTA et al., 2010) 

A termorregulação do corpo de mamíferos é estritamente controlada por 

estruturas hipotalâmicas (BAINHA et al., 2015). Notoriamente, trabalhos científicos 

recentes apontam que há alteração na regulação da temperatura corporal a partir da 

administração de antagonistas TRPV1 ou de agonistas CB1, causando hipertermia e 

hipotermia, respectivamente (ROWBOTHAM et al., 2011; GAVVA et al., 2008; RAWLS 

et al., 2002). 

Neste contexto, camundongos Swiss de ambos os sexos foram utilizados para 

o teste da temperatura corporal. Assim, a primeira avaliação foi realizada para a 

observação da temperatura corporal inicial dos animais. Trinta minutos depois, a 

leitura denominada tempo 0 min foi aferida e em seguida houve a administração de 

goma arábica 5% ou os derivados NAH indólicos a 100 µmol/kg pela v.o. As etapas 

seguintes consistiram na verificação da temperatura corporal dos camundongos nos 

tempos de 30, 60, 90, 120, 180 e 240 min, tendo como referência o tempo 0 min. 

Vale ressaltar que os resultados do experimento foram obtidos através do uso 

de um termômetro retal digital inserido a uma profundidade constante de 1,5 cm com 

auxílio de vaselina líquida. Os resultados são expressos em variação da temperatura 

corporal em grau Celsius (ºC). 

Tempo (min)

-60 15

I.pl

0

I.pl: 20µL Formalina 2,5%

Adm. 
(v.o.)

5 30-45

Adm. Antagonista 

(I.P.)

-30

Adm. Agonista**

(I.P.)

** administrado somente na validação do experimento.
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Figura 17: Esquema representativo da avaliação da temperatura corporal de camundongos. 

 

4.8 ENSAIO DE HIPERNOCICEPÇÃO MECÂNICA INDUZIDO POR BSAm 

(CUNHA et al., 2008b) 

Brevemente, camundongos swiss fêmeas foram imunizadas com a 

administração subcutânea na região dorsal de BSAm (500 µg/ 200 µL) emulsificado 

em CFA (1 mg/mL), sendo considerado o dia 1 do experimento. Sete dias após esta 

etapa, os mesmos animais receberam um reforço na imunização com a solução de 

mBSA em CFA. Vinte e um dias após o início do experimento (dia 1), 90 μg de BSAm 

em solução salina foram administrada na articulação da pata direita do animal em um 

volume igual a 10 μL (Figura 17). Uma hora depois, o estabelecimento da 

hipernocicepção foi aferida a partir do uso de um transdutor de força adaptado com 

uma ponteira de polipropileno de 0,5 mm2, sendo seguida pela administração por via 

oral dos derivados NAH indólicos a 100 µmol/kg e da indometacina na dose de 8,4 

μmol/kg (Figura 18). Em tempo, os animais do grupo sham foram submetidos ao 

mesmo protocolo. Contudo, as etapas de imunização foram realizadas com CFA sem 

mBSA. 

 

 

Figura 18: Esquema de imunização dos animais e indução de AIA (setas vermelhas indicam 

a administração da emulsão de CFA com BSAm (grupo sham: somente CFA) seta azul indica 

a administração intra-articular da solução de BSAm em salina). 

 

Para a averiguação da redução da hipernocicepção, os camundongos foram 

colocados em uma caixa sobre uma superfície vazada 15 min antes de cada avaliação 

para que houvesse a adaptação ao ambiente. O teste consiste em aplicar uma força 

Tempo (min)

-30 60 2400 120

Leituras (latência)

Adm. 
(v.o.)

30 90 180

Tempo (dias)

1 15

Imunização:

7 21
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gradual e crescente na base da pata traseira do murino, provocando uma flexão da 

articulação que, consequentemente, evoca o reflexo do animal de retirada de pata. 

Depois da manifestação deste fenômeno, a intensidade da força em gramas é obtida 

automaticamente pelo aparelho. 

A resposta hipernociceptiva foi medida uma, duas, três, quatro, seis e vinte e 

quatro horas após a administração por via oral das substâncias. Durante esta etapa, 

os derivados foram novamente administrados por via oral na mesma dose citada 

anteriormente. Ainda, em virtude da característica crônica da dor e da inflamação 

manifestada na artrite, há a necessidade da aferição diária da resposta reflexa 

hipernociceptiva por um período total de 97 h (Figura 18). 

 

 

Figura 19: Utilização do von Frey eletrônico para a avaliação da resposta hipernociceptiva no 

modelo de AIA (a seta azul indica o momento de administração por via oral dos derivados 

NAH indólicos). 

 

Após o quinto dia de experimento, a microscopia ótica foi utilizada para a 

contagem dos leucócitos totais proveniente do lavado articular de joelhos estimulados 

com BSAm (aumento de 40 vezes). Ao final do experimento, a cavidade articular foi 

exposta e lavada com solução de PBS com EDTA 1mM para a obtenção do lavado 

articular.  

Ainda, este material também foi utilizado como amostra para dosagem de TNF-

α e PGE2 por ensaio imunoenzimático. 

 

4.9 POTENCIAL ULCEROGÊNICO 

O potencial ulcerogênico foi avaliado através da dissecção dos estômagos dos 

camundongos utilizados no ensaio de artrite induzida por mBSA. Os estômagos foram 

abertos ao longo de sua curvatura maior. Logo depois, a mucosa gástrica foi lavada 

com solução fisiológica e examinada macroscopicamente para identificar lesões 

pontuais ou francas hemorragias. 

Tempo (h)

-1 3

Adm. 

(v.o.)

0

Hipernocicepção mecânica: von Frey

Adm. 

mBSA

1 2 4 6 24 25 4948 7372 9796

LASSBio-1247 e LASSBio-1248 administrados 2x/dia.
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4.10 SEPARAÇÃO DE NEUTRÓFILOS POLIMORFONUCLEARES DA 

MEDULA ÓSSEA DE RATOS POR GRADIENTE DE PERCOLL: MIGRAÇÃO 

CELULAR (FIERRO et al., 2003) 

O fêmur e a tíbia do rato wistar são retirados após a eutanásia do animal e, com 

o auxílio de uma seringa, os ossos são lavados com solução salina de Hank. Com 

uma pipeta do tipo Pasteur, o sedimento gerado foi homogeneizado para que as 

células fossem lavadas com Hanks 1X em centrifugação a 400 g por 8 min (20ºC). Em 

seguida, as células foram ressuspensas em 2 mL de solução salina de Hank, 

acrescentadas sobre o gradiente de 65% (3 mL) e 72% (3 mL) de Percoll e posterior 

centrifugação do gradiente a 1200 g por 32 min na temperatura de 20°C. Vale ressaltar 

que os neutrófilos são encontrados entre as duas fases dos gradientes de 

concentração. 

Em seguida, os neutrófilos são retirados e colocados em outro tubo para a 

primeira lavagem com solução de lise. Após esta etapa, o sobrenadante foi descartado 

e as células foram lavadas mais uma vez com solução salina de Hank, sendo 

centrifugado novamente a 400 g por 8 min e 20ºC. O sedimento de neutrófilos foi 

ressuspenso com RPMI para que a contagem das células na câmara de Neubauer 

fosse realizada e a concentração da suspensão ajustada para 1 x 106 neutrófilos/mL.  

Uma pré-incubação da suspensão de neutrófilos deve ser realizada por 1 h com 

o SB203580 e os derivados NAH nas concentrações de 50 e 100 M, 

respectivamente. A parte inferior da câmara de Boyden é preenchida com solução do 

agente quimiotático n-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) na concentração 10 nM 

e posteriormente a membrana de policarbonato com porosidade de 5 M é inserida 

na região intermediária da câmara seguida pela borracha de vedação.  

Após o fechamento da câmara, os poços na parte superior são preenchidos 

com 50 L da suspensão de neutrófilos pré-incubados com as substâncias-teste e 

incubados por mais 1 h a 37°C. Finalmente, a membrana é lavada em solução de PBS 

e, depois desta etapa, os neutrófilos são corados e quantificados por microscopia ótica 

(aumento de 40 vezes). 
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4.11 DOSAGEM DE PROTEÍNAS (SMITH et al.,1985) 

A dosagem de proteínas totais foi realizada por um método colorimétrico de alta 

sensibilidade e baixa variabilidade com o intuito de relacionar a concentração de TNF-

α proveniente de tecido e do soro plasmático com a quantidade de proteínas totais 

presente nas amostras.  

Brevemente, este protocolo é baseado nos princípios da reação de biureto, 

onde há a formação da coloração violeta que é proporcionada pela redução do átomo 

de Cu+2 a Cu+1 promovida pela interação com ligações peptídicas de proteínas em um 

sistema alcalino. A teoria sugere que o ácido bicinconínico (BCA) é sensível, estável 

e altamente específico ao Cu+1. Vale ressaltar que neste experimento, soluções 

aquosas de diferentes concentrações de albumina foram utilizadas para estabelecer 

a curva-padrão de proteínas. 

Para a acurácia no processo de desenvolvimento de coloração da reação, 25 

µL de amostra adicionados a 200 µL da solução de sulfato de cobre II em BCA 

(proporção 1:49) foram incubados à 37°C em 95% de umidade e após 15 min a 

concentração de proteínas foi determinada por espectrofotômetro a 540 nm. Os 

resultados de densidade ótica das amostras foram interpolados com os valores de 

densidade ótica (D.O.) da curva-padrão de albumina. 

 

4.12 OBTENÇÃO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP) E DE PLASMA 

POBRE EM PLAQUETAS (PPP) (CAZENAVE et al., 1979)  

Inicialmente, o sangue foi obtido através de punção da artéria central da orelha 

de coelhas albinas pesando entre 2- 3 kg e condicionado em tubos contendo solução 

de citrato trissódico 3,8% na proporção de 9:1. Em seguida, o sangue foi centrifugado 

a 500 g por 10 min em temperatura ambiente para a obtenção de PRP. Para a etapa 

posterior, houve a centrifugação do material sem o PRP a 2000 g também por 10 min 

a temperatura ambiente e, deste modo, o PPP é obtido. 

Vale ressaltar que o PRP deve ser utilizado em um tempo máximo de 3 h, 

porque as plaquetas podem perder gradativamente sua capacidade de agregação em 

períodos de tempo superiores. 
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4.13 ENSAIO DE AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA INDUZIDA POR AA (CUNHA 

et al., 2003) 

A conversão do AA intermediada pela COX-1 expressa constitutivamente na 

plaqueta permite a formação de TXA2. O modelo em questão foi utilizado para 

observar o efeito de LASSBio-1247 sobre a agregação plaquetária monitorada pelo 

método turbidimétrico no agregômetro. Este ensaio permite inferir uma possível ação 

na cascata do AA. 

Este aparelho registra a transmitância de luz pela suspensão de plaquetas, 

sendo a suspensão de PRP calibrado como referência de 0% de passagem de luz e 

o PPP equivalente a 100% (LACERDA, 2006). Quanto mais opaco é a suspensão 

menor será a transmitância de luz (CAZENAVE et al., 1979). 

Brevemente, 300 μL de PRP foi incubado à 37ºC por 1 min em agitação 

contínua de 900 rpm. Posteriormente, o derivado LASSBio-1247, a indomentacina ou 

o DMSO foram incubados por 5 min antes da adição do AA na concentração de 200 

μM. A agregação foi avaliada até um dos eventos acontecer: tempo de 5 min após a 

adição do AA ou até o ponto máximo de agregação. 

  Ainda, os resultados são expressos em porcentagem de agregação plaquetária. 

 

4.14 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 No presente trabalho, os resultados obtidos são expressos em média ± erro 

padrão da média (EPM). Os dados foram analisados por ANOVA oneway quando 

houve apenas uma variável para comparação ou twoway para aqueles com duas 

variações seguido pelo teste de Bonferroni e considerados estatisticamente 

significativo para *p<0,05. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas com o programa GraphPad 

Prism 5.0®. 
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5.1 DOSAGEM DA PRODUÇÃO DE TNF-α EM CULTURA DE MACRÓFAGOS 

PERITONEAIS ESTIMULADOS COM LPS 

Segundo levantamento bibliográfico realizado por Kinne e colaboradores 

(2000), o TNF-α é uma potente citocina pró-inflamatória produzida em quantidade 

significativa por neutrófilos, macrófagos e células T.  

Diante do papel relevante do TNF-α na gênese da AR, os derivados LASSBio-

1247 e LASSBio-1248 foram avaliados no modelo in vitro de cultura de macrófagos 

peritoneais estimulados por LPS para dosar a produção desta citocina.  

Nas condições experimentais estabelecidas, o derivado LASSBio-1247 não 

reduziu a produção de TNF-α nas concentrações de 0,1 e 1 µM. Entretanto, na 

concentração de 10 µM, o efeito inibitório sobre a produção da referida citocina foi de 

aproximadamente 42%. Ainda, este mesmo derivado NAH indólico causou uma 

diminuição destacável na produção de TNF-α de 75 e 81% nas concentrações de 30 

e 60 µM, respectivamente. O efeito inibitório mais pronunciado ocorreu na 

concentração de 100 µM, sendo equivalente a 95% quando comparado às células 

tratadas com o veículo DMSO. Este resultado foi cerca de 20% superior àquele 

apresentado pela talidomida testada à 300 µM (Gráfico 1). 

O modelo in vitro de dosagem de TNF-α de macrófagos mostrou que o derivado 

LASSBio-1248 não apresentou atividade inibitória relevante nas concentrações de 1 

e 10 µM. Ademais, à 30 µM o composto reduziu a quantidade de TNF-α em 21%, mas 

tal efeito não foi estatisticamente significativo (Gráfico 2). Não obstante, o emprego de 

concentrações superiores revelou que LASSBio-1248 à 100 µM diminuiu a produção 

de TNF-α em aproximadamente 86% enquanto que à 300 µM, o derivado mantém o 

efeito inibitório na mesma magnitude que na concentração anterior (92%) (Gráfico 2). 
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Gráfico 1: Efeito inibitório de LASSBio-1247 sobre a produção de TNF-α é 

dependente da concentração. 

Os macrófagos foram obtidos após lavado peritoneal de camundongos balb-C estimulados com 
tioglicolato de Na 3% e plaqueadas em 300 μL de RPMI na concentração de 1,0x 105 células/mL (ajuste 
realizado por contagem em câmara de Neubauer). Depois de 1 h, os macrófagos foram incubados com 
DMSO, talidomida (300 μM) ou LASSBio-1247 (1- 100 μM) por 1 h. A etapa seguinte consistiu em 
estimular as células com LPS a 3 ng/mL por 24 h. Número de animais (n) = 2- 3; #p<0,05 em 
comparação ao basal e *p<0,05 em comparação ao grupo DMSO (ANOVA-Oneway). Os resultados 
são expressos pg/mL ± EPM. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 2: Efeito inibitório de LASSBio-1248 sobre a produção de TNF-α é 

dependente da concentração. 

Os macrófagos foram obtidos após lavado peritoneal de camundongos balb-C estimulados com 
tioglicolato de Na 3% e plaqueadas em 300 μL de RPMI na concentração de 1,0x 105 células/mL (ajuste 
realizado por contagem em câmara de Neubauer). Depois de 1 h, os macrófagos foram incubados com 
DMSO, talidomida (300 μM) ou LASSBio-1248 (1- 300 μM) por 1 h. A etapa seguinte consistiu em 
estimular as células com LPS a 3 ng/mL por 24 h. Os resultados são expressos pg/mL ± EPM, número 
de animais (n) = 3; #p<0,05 em comparação ao basal e *p<0,05 em comparação ao grupo DMSO 
(ANOVA-Oneway).  
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Neste contexto, as concentrações inibitórias para 50% do efeito máximo (CI50) 

sobre a produção de TNF-α dos derivados LASSBio-1247 e LASSBio-1248 foram 

estabelecidas. Com isto, LASSBio-1247 apresentou uma CI50 de 12,9 µM (Tabela 2; 

Gráfico 3), enquanto LASSBio-1248 exibiu uma CI50 igual a 45 µM (Tabela 3; Gráfico 

4). 

 

Tabela 2: Efeito inibitório de LASSBio-1247 sobre a produção de TNF-α proveniente 

de macrófagos peritoneais estimulados por LPS. 

 

Os resultados são expressos em média ± erro padrão; n = animais/grupo. 
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Gráfico 3: Curva concentração-resposta do derivado LASSBio-1247 no modelo de 

dosagem de TNF-α proveniente de macrófagos peritoneais estimulados por LPS. 

Os macrófagos foram obtidos após lavado peritoneal de camundongos balb-C estimulados com 
tioglicolato de Na 3% e plaqueadas em 300 μL de RPMI na concentração de 1,0x 105 células/mL (ajuste 
realizado por contagem em câmara de Neubauer). Depois de 1 h, os macrófagos foram incubados com 
LASSBio-1247 (0,1- 100 μM) por 1 h. A etapa seguinte consistiu em estimular as células com LPS a 3 
ng/mL por 24 h. Os resultados são expressos pg/mL ± EPM, número de animais (n) = 2- 3; #p<0,05 em 
comparação ao basal e *p<0,05 em comparação ao grupo DMSO (ANOVA-Oneway). Curva sigmoidal 
com inclinação variável obtida por regressão não-linear (R2 = 0,8302).  

 

LASSBio-1247 0,1 3 322,2 ± 42,9 0

LASSBio-1247 1 3 312,8 ± 70,8 0

LASSBio-1247 10 2 184,4 ± 32,6 42,3

LASSBio-1247 30 2 78,1 ± 20,1 75,6

LASSBio-1247 60 3 59,6 ± 32,9 81,3

LASSBio-1247 100 3 16,0 ± 7,1 95,0

SUBSTÂNCIA CONCENTRAÇÃO (µM) n TNF-α (pg/ml) %INIBIÇÃO
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Tabela 3: Efeito inibitório de LASSBio-1248 sobre a produção de TNF-α proveniente 

de macrófagos peritoneais estimulados por LPS.  

 

Os resultados são expressos em média ± erro padrão; n = animais/grupo. 
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Gráfico 4: Curva concentração-resposta do derivado LASSBio-1248 no modelo de 

dosagem de TNF-α proveniente de macrófagos peritoneais estimulados por LPS. 

Os macrófagos foram obtidos após lavado peritoneal de camundongos balb-C estimulados com 
tioglicolato de Na 3% e plaqueadas em 300 μL de RPMI na concentração de 1,0x 105 células/mL (ajuste 
realizado por contagem em câmara de Neubauer). Depois de 1 h, os macrófagos foram incubados com 
LASSBio-1248 (1- 300 μM) por 1 h. A etapa seguinte consistiu em estimular as células com LPS a 3 
ng/mL por 24 h. Os resultados são expressos pg/mL ± EPM, número de animais (n) = 3; #p<0,05 em 
comparação ao basal e *p<0,05 em comparação ao grupo DMSO (ANOVA-Oneway). Curva sigmoidal 
com inclinação variável obtida por regressão não-linear (R2 = 0,6784).  

 

 

 

 

 

LASSBio-1248 1 3 334,1 ± 111,7 0

LASSBio-1248 10 3 297,2 ± 60,3 7,1

LASSBio-1248 30 3 253,9 ± 59,0 20,6

LASSBio-1248 100 3 42,8 ± 12,8 86,6

LASSBio-1248 300 3 24,5 ± 6,2 92,3

SUBSTÂNCIA CONCENTRAÇÃO (µM) n TNF-α (pg/ml) %INIBIÇÃO
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5.2 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS  

O ensaio com MTT é amplamente aplicado para verificar a viabilidade celular. 

A ação de desidrogenases mitocondriais reduz o MTT, resultando na formação de 

cristais violetas de formazam (EIDI et al., 2010).  

O tratamento de macrófagos com o LASSBio-1247 mostrou que, nas 

concentrações de 30 e 60 µM, o derivado não alterou significativamente a viabilidade 

destas células comparadas com o grupo tratado com DMSO. Contudo, a concentração 

de 100 µM reduziu a viabilidade dos macrófagos para aproximadamente 70% (Gráfico 

5). A talidomida avaliada a 300 μM não causou morte celular de modo estatisticamente 

significativo no referido modelo (Gráfico 5). 

Já o derivado NAH indólico LASSBio-1248 não alterou a viabilidade das células 

em nenhuma das concentrações avaliadas, inclusive a 300 µM (Gráfico 5).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Gráfico 5: Efeito de LASSBio-1247, LASSBio-1248 e da talidomida sobre a viabilidade 

celular no ensaio de MTT. 

Os macrófagos foram obtidos após lavado peritoneal de camundongos balb-C estimulados com 
tioglicolato de Na 3% e plaqueadas em 300 μL de RPMI na concentração de 3,0x 105 células/mL (ajuste 
realizado por contagem em câmara de Neubauer). Depois de 1 h, os macrófagos foram incubados com 
DMSO (veículo das substâncias), talidomida (300 μM), LASSBio-1247 (30- 100 μM) ou LASSBio-1248 
(10- 300 μM) por 18 h. A etapa seguinte consistiu em adicionar 20 μL de solução de MTT e 4 h depois 
foi acrescentado 200 μL de DMSO. Os resultados são expressos em porcentagem de células viáveis ± 
EPM para número de animais (n) = 2- 4; *p<0,05 em relação ao DMSO (ANOVA-Oneway). 
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5.3 AVALIAÇÃO DO EFEITO ANTI-HIPERNOCICEPTIVO INDUZIDO POR 

LPS. 

Segundo Vajja e colaboradores (2004), o fenômeno hipernociceptivo induzido 

por LPS é mediado, principalmente, por citocinas pró-inflamatórias: IL-1β, IL-6 e o 

TNF-α, cujas participações são relevantes no desenvolvimento e na manutenção da 

AR.  

Neste contexto, ambos os derivados NAH indólicos apresentaram efeitos 

pronunciados em todos os tempos estudados após a administração de LPS associada 

à temperatura. Inicialmente, LASSBio-1247 a 100 µmol/kg reduziu a resposta 

hipernociceptiva em 54% comparado ao grupo tratado com o veículo (goma arábica 

5%). Já nas avaliações durante a segunda e a terceira hora, este derivado continuou 

exibindo efeito importante de 57 e 53%, sendo da mesma magnitude da talidomida 

que também foi administrada a 100 µmol/kg (Gráfico 6).  

Já o derivado LASSBio-1248 na dose de 100 µmol/kg mostrou atividade anti-

hipernociceptiva estatisticamente significativa de 42% na primeira hora após a 

administração intraplantar de LPS, semelhante ao efeito da talidomida. Ademais, 

LASSBio-1248 manteve o efeito anti-hipernociceptivo expressivo de 

aproximadamente 50% nos demais momentos observados (Gráfico 6).  

 Diante do exposto, o efeito anti-hipernociceptivo global que consiste no cálculo 

da área sob a curva (Sistema Internacional: Area Under the Curve- AUC) a partir das 

leituras da resposta hipernociceptiva foi obtido. Por ser uma avaliação total, este 

procedimento permite ratificar a relevância do efeito anti-hipernociceptivo das 

substâncias testadas. Deste modo, observamos que tanto LASSBio-1247 quanto 

LASSBio-1248 tiveram atividade destacável, sendo equivalente a 55 e 45%, 

respectivamente (Gráfico 7). 
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Gráfico 6: Efeito anti-hipernociceptivo de LASSBio-1247 e LASSBio-1248 no modelo 

de hipernocicepção térmica induzida por LPS. 

A administração dos derivados NAH indólicos e da talidomida na dose de 100 µmol/kg por via oral 
aconteceu 1 h antes da administração intraplantar de 100 μL de LPS a 1mg/mL em ratos wistar. A 
resposta hipernociceptiva foi avaliada na temperatura de 52± 1ºC durante 3 h. Os resultados são 
expressos em variação do tempo de latência em segundos (s) ± EPM; número de animais (n) = 6- 8 
animais. *p<0,05 em comparação ao grupo-veículo (goma arábica 5%) (ANOVA- twoway, Bonferroni). 
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Gráfico 7: Efeito anti-hipernociceptivo global dos derivados NAH indólicos obtidos 

pelo cálculo da área sob a curva (AUC) no modelo de hipernocicepção térmica 

induzida por LPS. 

A administração dos derivados NAH indólicos na dose de 100 µmol/kg por via oral aconteceu 1 h antes 
da administração intraplantar de 100 μL de LPS a 1mg/mL em ratos wistar e a resposta hipernociceptiva 
foi avaliada na temperatura de 52± 1ºC por 3h. Número de animais (n) = 6- 8 animais; *p<0,05 em 
comparação ao grupo-veículo (goma arábica 5%), ANOVA-oneway. 
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5.4 AVALIAÇÃO DO EFEITO ANTI-HIPERNOCICEPTIVO EM MODELO 

INDUZIDO POR CAPSAICINA 

O componente ativo vaniloide proveniente da pimenta (capsaicina) é conhecido 

pela sua capacidade de atuar como agonista em canais de cátion vaniloide de subtipo 

1 que se comportam como receptores de potencial transitório e estão relacionados 

com alguns processos patológicos como a dor (MORAN et al., 2011).  

Mais ainda, estudos recentes indicam que a administração tópica de capsaicina 

provoca hipernocicepção mediada pelas fibras polimodais C, além de fosforilação da 

MAPK p38 na pata e no DRG de fibras aferentes de ratos de modo dependente do 

tempo (SWEITZER et al., 2004; MIZUSHIMA et al., 2005). Tal fato é relevante já que 

esta enzima está envolvida com a gênese de TNF-α. 

Assim como nos modelos anti-hipernociceptivos avaliados anteriormente, o 

derivado LASSBio-1247 exibiu efeito inibitório pronunciado logo após 2 min da 

administração da capsaicina, sendo equivalente a 57%. Ainda, este derivado NAH 

indólico mostrou atividade anti-hipernociceptiva estatisticamente significativa nos 

tempos de 5 e 10 min de 60 e 90%, respectivamente (Gráfico 8).  

Nesta avaliação, LASSBio-1248 também apresentou efeito semelhante ao 

SB203580, o inibidor da fosforilação da MAPK p38 (Gráfico 8). Dois minutos após a 

administração intraplantar de capsaicina, o derivado LASSBio-1248 aumentou o 

tempo de permanência do animal sobre a placa quente em 76% comparado ao grupo-

controle. Já no tempo de 5 min, a atividade do protótipo foi de aproximadamente 80% 

e em 10 min a resposta hipernociceptiva foi revertida (Gráfico 8). 

Vale ressaltar que a administração intraplantar da capsaicina provoca a 

dessensibilização dos canais TRPV1 e por isto, não há mais a manifestação do 

fenômeno hipernociceptivo nos tempos de 30 e 60 min do experimento (Gráfico 8). 

O cálculo da ASC indicou que ambos os derivados NAH indólicos exibem perfil 

anti-hipernociceptivo global semelhantes e estatisticamente significativo comparado 

ao grupo-controle, sendo equivalente a 50% (Gráfico 9). 

 

 

 

 

 

 



100 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 8: Efeito anti-hipernociceptivo dos derivados NAH indólicos LASSBio-1247 e 

LASSBio-1248 no modelo de hipernocicepção térmica induzida por capsaicina. 

Os derivados NAH indólicos e o SB203580 foram administrados na dose de 100 µmol/kg, por via oral, 
1 h antes da administração intraplantar de 10 µL de capsaicina a 1,6 µg/µL em ratos wistar. A resposta 
hipernociceptiva foi avaliada na temperatura de 52± 1ºC durante 60 min. Os resultados são expressos 
em variação do tempo de latência em segundos (s) ± EPM; número de animais (n) = 7- 12 animais. 
*p<0,05 em comparação ao grupo-veículo (goma arábica 5%), ANOVA- twoway, Bonferroni. 
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Gráfico 9: Efeito anti-hipernociceptivo global dos derivados NAH indólicos LASSBio-

1247 e LASSBio-1248 obtido pelo cálculo da área sob a curva (AUC). 

A administração dos derivados NAH indólicos na dose de 100 µmol/kg por via oral aconteceu 1 h antes 
da administração intraplantar de 10 µL de capsaicina a 1,6 µg/µL em ratos wistar. A resposta 
hipernociceptiva foi avaliada na temperatura de 52± 1ºC durante 60 min. Número de animais (n) = 7- 
12 animais; *p<0,05 em comparação ao grupo-veículo (goma arábica 5%), ANOVA-oneway. 
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5.5 AVALIAÇÃO DO EFEITO DOS DERIVADOS NAH INDÓLICOS SOBRE O 

RECEPTOR TRPV1 

Diante dos resultados anti-hipernociceptivos pronunciados de LASSBio-1247 e 

LASSBio-1248 no modelo de hipernocicepção térmica induzida por capsaicina, 

avaliamos a capacidade de os derivados inibirem o influxo de Ca+2 em células HEK-

293 através dos canais TRPV1 humano (TRPV1h) expressos na célula em questão, 

empregando a técnica de imageamento de Ca+2. 

Neste contexto, o gráfico 10 mostra que houve um aumento significativo do 

influxo de Ca+2 quando as células HEK-293 foram estimuladas com o agonista do 

canal TRPV1, a capsaicina. 

Ainda, o experimento de imageamento de Ca+2 revelou que tanto o LASSBio-

1247 quanto o LASSBio-1248 nas concentrações de 10 μM não diminuíram o influxo 

de Ca+2 comparado com o grupo tratado com veículo (HBSS) e estimulado com a 

capsaicina, ao contrário das células tratadas com o antagonista TRPV1 AMG9810, 

cujo efeito de bloqueio foi estatisticamente significativo. 
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Gráfico 10: Os derivados NAH indólicos não alteram o influxo de Ca+2 em células 

HEK-293 que expressam o canal TRPV1 humano. 

Derivados NAH indólicos e o AMG9810 foram adicionados separadamente à cultura de células na 
concentração de 10 μM e, 10 minutos depois, a capsaicina a 300 nM foi acrescentada ao sistema. n= 
3; #p<0,05 em comparação às células não-estimuladas com capsaicina; *p<0,05 em comparação às 
células estimuladas com capsaicina, ANOVA-oneway. 
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5.6 EFEITO ANTINOCICEPTIVO DOS DERIVADOS NAH INDÓLICOS NO 

MODELO DE NOCICEPÇÃO INDUZIDO POR FORMALINA 2,5%. 

O modelo de nocicepção induzida por formalina é caracterizado pela 

nocicepção manifestada em duas fases: uma dita neurogênica e outra inflamatória. 

Segundo trabalhos publicados, esta fase é conduzida por diversos mediadores 

inflamatórios, como aminas vasoativas, prostaglandinas e TNF-α (YASHPAL & 

CODERRE, 1998; RIBEIRO et al., 2000).  

O teste revelou que nenhum dos dois derivados NAH indólicos apresentou 

atividade antinociceptiva na primeira fase quando comparados ao grupo tratado com 

o veículo (goma arábica 5%) (Gráfico 11). Entretanto, a avaliação do efeito dos 

derivados na fase inflamatória indicou que LASSBio-1247 exibiu atividade 

antinociceptiva relevante equivalente a 60%, assim como o derivado LASSBio-1248 

que propiciou ao grupo tratado com a referida substância uma sensação nociceptiva 

57% menor que o grupo-controle (Gráfico 11). 
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Gráfico 11: Efeito antinociceptivo dos derivados NAH indólicos LASSBio-1247 e 

LASSBio-1248 nas fases neurogênica e inflamatória do modelo de nocicepção 

induzido por formalina 2,5%. 

Os derivados NAH indólicos foram administrados à 100 μmol/kg (v.o.) 1 h antes da administração 
intraplantar de 20 µL de formalina à 2,5%. Os resultados são expressos como tempo de lambida em 
segundos (s) ± EPM obtidos durante os 5 min iniciais do experimento (fase neurogênica) e durante o 
intervalo de 15 a 30 min depois da administração da formalina 2,5%; número de animais (n) = 10- 13; 
*p<0,05 em comparação ao grupo-veículo (goma arábica 5%), *p<0,05 em comparação ao grupo-
veículo (goma arábica 5%), ANOVA-oneway. 
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 5.6.1 Avaliação da participação dos receptores canabinoides no efeito 

antinociceptivo dos derivados NAH indólicos 

Atualmente, existem diversos estudos mostrando que a ativação do sistema 

canabinoide através dos receptores CB2 pode reduzir a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como o TNF-α. (RIBEIRO et al., 2000). Ademais, tanto a ativação de 

CB1 quanto de CB2 tem participação antinociceptiva relevante em modelos de dor 

inflamatória, inclusive aqueles induzidos por carragenina ou por formalina 

(QUARTILHO et al., 2003). Além da atividade considerável no modelo de formalina, 

resultados prévios mostram que tanto LASSBio-1247 quanto LASSBio-1248 também 

apresentaram atividade anti-hipernociceptiva pronunciada no modelo de 

hipernocicepção térmica induzida por carragenina (SANTOS, 2009). 

No ensaio com formalina, a administração de antagonistas canabinoides dos 

receptores CB1 e CB2 (AM281 e AM630, respectivamente) e posterior tratamento com 

o agonista canabinoide (Win55.212-2) mostrou que ambos os receptores tem 

participação relevante no efeito antinociceptivo mediado pelo Win55.212-2 durante a 

fase inflamatória (Gráfico 12). 
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Gráfico 12: Avaliação da participação dos receptores canabinoides durante a fase 

inflamatória do modelo de nocicepção induzida por formalina 2,5%.  

Win55,212-2 foi administrado na dose de 5,7 µmol/kg (I.P), AM281 à 0,9 µmol/kg e AM630 à 1,9 µmol/kg 
(I.P). Respectivamente, os antagonistas e o agonista foram administrados 45 e 30 min antes da injeção 
intraplantar de 20 µL de formalina à 2,5%. Os resultados são expressos em tempo de lambida em 
segundos (s) ± EPM obtidos durante o intervalo de 15 e 30 min depois da administração da formalina 
2,5%; número de animais (n) = 5- 10, * p<0,05 comparado ao grupo-veículo; # p<0,05 comparado ao 
Win55,212-2 (ANOVA-oneway). 
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Esta mesma fase do teste de formalina indicou que a atividade antinociceptiva 

mediada pelo derivado LASSBio-1247 não é alterada pelo tratamento posterior do 

antagonista AM630 (Gráfico 13). Vale destacar que, com o término do AM281, o 

estudo sobre a participação dos receptores CB1 no efeito antinociceptivo de LASSBio-

1247 será realizado em breve.  

A estratégia de administração do antagonista CB1 AM281 após o tratamento 

com LASSBio-1248 mostrou que há a participação do referido receptor no efeito 

antinociceptivo deste derivado. Ademais, o estudo funcional indica que a atividade de 

LASSBio-1248 também envolve a participação do receptor CB2, já que a 

administração de AM630 reverteu o efeito antinociceptivo de LASSBio-1248 durante 

a fase inflamatória do modelo de formalina (Gráfico 13).  
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Gráfico 13: Avaliação da participação dos receptores canabinoides na modulação do 

efeito antinociceptivo dos derivados LASSBio-1247 e LASSBio-1248 na fase 

inflamatória do modelo de nocicepção induzida por formalina 2,5%.  

Os derivados NAH indólicos foram administrados na dose de 100 µmol/kg por v.o, AM281 à 0,9 µmol/kg 
e AM630 à 1,9 µmol/kg (I.P). Respectivamente, os antagonistas foram administrados 45 min antes da 
injeção intraplantar de 20 µL de formalina à 2,5%. Os resultados são expressos em tempo de lambida 
em segundos (s) ± EPM obtidos durante o intervalo de 15 e 30 min depois da administração da formalina 
2,5%; número de animais (n) = 7- 13. * p<0,05 comparado ao grupo-veículo; # p<0,05 comparado ao 
LASSBio-1248 (ANOVA-oneway). 
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5.7 AVALIAÇÃO DA TEMPERATURA CORPORAL DE CAMUNDONGOS 

TRATADOS COM DERIVADOS NAH INDÓLICOS (COSTA et al., 2010) 

A comunidade farmacêutica que dedica grandes esforços no desenvolvimento 

de fármacos antagonistas de canais TRPV1 observou a ocorrência de hipertermia 

corporal como um efeito colateral importante (MORAN et al., 2011). Além disto, outros 

estudos relacionados com o potencial analgésico de canabinoides e receptores CB1 

apontam o risco significativo de hipotermia (WILEY et al., 2014). 

Neste contexto, a temperatura corporal de camundongos tratados com 

LASSBio-1247 ou LASSBio-1248 à 100 µmol/kg por v.o. foi avaliada e comparada 

com a temperatura dos animais tratados com o veículo das substâncias (goma arábica 

5%), sendo considerado o grupo-controle. O experimento revelou que, assim como o 

LASSBio-1247, o LASSBio-1248 não alterou de modo significativo a temperatura 

corporal durante as quatro horas de análises (Gráfico 14). 
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Gráfico 14: O tratamento com LASSBio-1247 e LASSBio-1248 não altera a 

termorregulação corporal dos animais. 

Os derivados NAH indólicos LASSBio-1247 e LASSBio-1248 foram administrados na dose de 100 
µmol/kg por v.o e a temperatura corporal foi avaliada durante às 4 h subsequentes. Os resultados são 
expressos em variação da temperatura corporal (ºC) ± EPM em comparação com a temperatura dos 
animais do grupo-veículo; número de animais (n) = 6- 9. 
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5.8 AVALIAÇÃO DO EFEITO ANTIQUIMIOTÁTICO DOS DERIVADOS NAH 

INDÓLICOS  

Segundo revisão bibliográfica, os neutrófilos podem contribuir 

significativamente com a fisiopatologia da fase inicial da AR em virtude de sua 

potencial capacidade de produzir mediadores que recrutam leucócitos, e 

consequentemente contribuir para o aumento do processo inflamatório e álgico 

(CASCÃO et al., 2011).  

Para avaliar se os derivados NAH indólicos reduzem a migração de neutrófilos, 

o modelo de quimiotaxia induzida por fMLP foi utilizado (MING et al., 1987). 

Os resultados obtidos no modelo de quimiotaxia de neutrófilos em câmara de 

Boyden estimulados por fMLP indicam que, assim como o SB203580, o LASSBio-

1247 inibe a migração de neutrófilos em aproximadamente 45% comparado ao grupo-

controle tratado com DMSO (Gráfico 15). Já o derivado LASSBio-1248 apresenta uma 

atividade antiquimiotática de 25%, entretanto este efeito não é estatisticamente 

significativo (Gráfico 15).  

 

0

50

100

150

200

*

#
RPMI

fMLP

fMLP+ DMSO

fMLP+ SB203580

fMLP+ LASSBio-1247

fMLP+ LASSBio-1248

*

N
º 

d
e
 n

e
u

tr
ó

fi
lo

s

 

Gráfico 15: Avaliação do efeito antiquimiotático de LASSBio-1247 e LASSBio-1248 

sobre a migração de neutrófilos. 

Os neutrófilos foram obtidos de medula óssea de fêmur e tíbia de ratos wistar após centrifugação das 
células em gradiente de percoll. Estas células foram ressuspensas em RPMI e a concentração foi 
ajustada para 1,0x106 neutrófilos/mL. Os neutrófilos foram pré-incubados por 1 h com o DMSO, com 
os derivados NAH indólicos (100 µM) ou com o SB203580 (50 µM) e colocados na parte superior da 
câmara de Boyden. O fMLP foi adicionado à 10 nM na região inferior da câmara e colocados em 
incubação por 1 h à 37ºC. Os neutrófilos são contados por microscopia ótica e os resultados são 
expressos em número de neutrófilos ± EPM; número de animais (n) = 1- 3. #p<0,05 comparado ao 
RPMI; *p<0,05 comparado ao grupo tratado com DMSO (ANOVA-oneway). 

 

 



107 

 

5.9 AVALIAÇÃO DO EFEITO ANTI-HIPERNOCICEPTIVO MECÂNICO NO 

MODELO DE AIA 

 Este teste hipernociceptivo induzido por mBSA ocorre inicialmente em virtude 

da ação de citocinas inflamatórias, como TNF-α e IL-1β, que desencadeiam a 

liberação de aminas e prostaglandinas que, por sua vez, também reduzirão o limiar 

de excitabilidade da membrana neuronal. Ademais, o referido modelo visa simular 

respostas imunes dependente de células Th1, como aquelas observadas durante a 

AR (CUNHA et al., 2008b). 

Neste contexto, a avaliação mecânica indicou que a hipernocicepção foi 

estabelecida 1 h após a injeção intra-articular de mBSA (Gráfico 16 e Gráfico 17). 

Sabendo que os AINEs podem ser utilizados no tratamento da dor de pacientes com 

AR, nós utilizamos a indometacina como controle-positivo para a resposta anti-

hipernociceptiva no modelo em questão (ABRAMSON, 2011). Com isto, as primeiras 

24 h de observação mostraram que a indometacina administrada na dose de 8,4 

µmol/kg (3 mg/kg) exibiu efeito anti-hipernociceptivo importante logo 1 h depois do 

tratamento, mantendo esta atividade de modo estatisticamente significativo até a 6ª h 

da avaliação (gráfico 16 e gráfico 17). De modo semelhante, o LASSBio-1247 exibiu 

atividade anti-hipernociceptiva relevante e estatisticamente significativa desde de a 1ª 

h até a 4ª h (gráfico 16). Já o derivado LASSBio-1248 apresentou efeito 

estatisticamente significativo 1 h depois da administração por v.o. Contudo, seu efeito 

não foi importante nas demais avaliações das 24 h iniciais (gráfico 17).  
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Gráfico 16: Avaliação da atividade anti-hipernociceptiva do derivado LASSBio-1247 

e da indometacina no ensaio de hipernocicepção mecânica durante 24 h no modelo 

de AIA.  

Indometacina administrada a 8,4 µmol/kg (3 mg/kg) (v.o.), uma vez ao dia, e o derivado LASSBio-1247 
administrado na dose de 100 µmol/kg (v.o) 1 h após a administração intra-articular de mBSA. Os 
resultados são expressos em limiar de retirada de pata em gramas (g) ± EPM; número de animais (n) 
= 6- 13, #p<0,05 comparado aos animais não-estimulados com mBSA (tempo -1 h), teste - t Student; * 
p<0,05 comparado ao grupo-veículo, ANOVA-twoway. 
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Gráfico 17: Avaliação da atividade anti-hipernociceptiva do derivado LASSBio-1248 

e da indometacina no ensaio de hipernocicepção mecânica durante 24 h no modelo 

de AIA.  

Indometacina administrada a 8,4 µmol/kg (3 mg/kg) (v.o.), uma vez ao dia, e o derivado LASSBio-1248 
administrado na dose de 100 µmol/kg (v.o) 1 h após a administração intra-articular de mBSA. Os 
resultados são expressos em limiar de retirada de pata em gramas (g) ± EPM; número de animais (n) 
= 6- 13, #p<0,05 comparado aos animais não-estimulados com mBSA (tempo -1h), teste- t Student; * 
p<0,05 comparado ao grupo-veículo, ANOVA-twoway. 
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Além da avaliação inicial nas 24 primeiras horas após a administração intra-

articular de mBSA, o modelo permitiu averiguar o efeito anti-hipernociceptivo das 

substâncias NAH indólicas nos dias subsequentes.  

O uso do transdutor de força que evocou o reflexo de flexão da articulação da 

pata traseira do animal permitiu observar que LASSBio-1247 administrado na dose de 

100 µmol/kg duas vezes ao dia aumentou consideravelmente a resistência dos 

animais ao estímulo mecânico nos 4 dias posteriores do experimento (tempos 25- 97 

h) comparado ao grupo-controle (Gráfico 18). Estes resultados foram semelhantes 

àqueles observados pela administração de 8,4 µmol/kg em dose única diária de 

indometacina (Gráfico 18).  

Assim como na primeira fase do experimento (24 h), o derivado LASSBio-1248 

não apresentou atividade anti-hipernociceptiva estatisticamente significativa no 

modelo de AIA (Gráfico 19). 
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Gráfico 18: Avaliação da atividade anti-hipernociceptiva de LASSBio-1247 e da 

indometacina no ensaio de hipernocicepção mecânica de 25 a 97 h após a indução 

por mBSA.  

Indometacina administrada a 8,4 µmol/kg (3 mg/kg) (v.o.), uma vez ao dia, e o derivado LASSBio-1247 
administrado na dose de 100 µmol/kg (v.o) duas vezes ao dia. Os resultados são expressos em limiar 
de retirada de pata em gramas (g) ± EPM; número de animais (n) = 6- 13; * p<0,05 comparado ao 
grupo-veículo, ANOVA-twoway. 
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Gráfico 19: Avaliação da atividade anti-hipernociceptiva de LASSBio-1248 e da 

indometacina no ensaio de hipernocicepção mecânica de 25 a 97 h após a indução 

por mBSA.  

Indometacina administrada a 8,4 µmol/kg (3mg/kg) (v.o.), uma vez ao dia, e o derivado LASSBio-1248 
administrado na dose de 100 µmol/kg (v.o) duas vezes ao dia. Os resultados são expressos em limiar 
de retirada de pata em gramas (g) ± EPM; número de animais (n) = 6- 13; * p<0,05 comparado ao 
grupo-veículo, ANOVA-twoway. 

 

Ainda, o cálculo da AUC do efeito anti-hipernociceptivo do derivado LASSBio-

1247 e da indometacina confirmou a relevância do aumento à resistência mecânica 

no modelo de AIA, tanto nas 24 h iniciais (53 e 81%, respectivamente) quanto nas 

avaliações diárias (Gráfico 20). Nestas leituras, LASSBio-1247 proporcionou efeito 

anti-hipernociceptivo relevante e na mesma magnitude da indometacina, sendo igual 

a 100% (Gráfico 21). 

Assim como as avaliações realizadas nas primeiras 24 h do experimento, o 

gráfico 21 confirma que LASSBio-1248 não apresentou efeito anti-hipernociceptivo 

estatisticamente significativo nos dias subsequentes no modelo de AIA. 
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Gráfico 20: Efeito anti-hipernociceptivo global de LASSBio-1247, LASSBio-1248 e da 

indometacina obtidos pelo cálculo da área sob a curva (AUC) nas primeiras 24 h do 

modelo de AIA. 

Indometacina administrada a 8,4 µmol/kg (3 mg/kg) (v.o.), uma vez ao dia, e os derivados LASSBio-
1247 e LASSBio-1248 administrados na dose de 100 µmol/kg (v.o) após a administração intra-articular 
de mBSA. Os resultados são expressos área sob a curva (AUC) ± EPM das 24 h iniciais do experimento; 
número de animais (n) = 6- 13, # p<0,05 comparado ao grupo-sham; * p<0,05 comparado ao grupo-
veículo; ANOVA-oneway. 
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Gráfico 21: Efeito anti-hipernociceptivo global de LASSBio-1247, LASSBio-1248 e da 

indometacina obtidos pelo cálculo da área sob a curva (AUC) na fase crônica do 

modelo de AIA. 

Indometacina administrada a 8,4 µmol/kg (3 mg/kg) (v.o.), uma vez ao dia, e os derivados LASSBio-
1247 e LASSBio-1248 administrados na dose de 100 µmol/kg (v.o) duas vezes ao dia após a 
administração intra-articular de mBSA. Os resultados são expressos área sob a curva (AUC) ± EPM; 
número de animais (n) = 6- 13, # p<0,05 comparado ao grupo-sham; * p<0,05 comparado ao grupo-
veículo; ANOVA-oneway. 
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Não obstante, a contagem de leucócitos totais realizada por microscopia ótica 

revelou que a administração intra-articular de mBSA aumentou significativamente a 

migração leucocitária para a cavidade da articulação comparada ao grupo-sham. No 

entanto, o tratamento dos camundongos com os derivados NAH indólicos mostrou que 

tanto LASSBio-1247 quanto o LASSBio-1248 reduzem o número de leucócitos na 

articulação inflamada em 42 e 57%, respectivamente. Estes efeitos foram 

semelhantes aquele exibido pela indometacina (Gráfico 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 22: Os derivados LASSBio-1247 e LASSBio-1248 reduzem a quantidade de 

leucócitos totais do lavado articular no modelo de AIA. 

Indometacina administrada a 8,4 µmol/kg (3 mg/kg) (v.o.), uma vez ao dia, e os derivados NAH indólicos 
foram administrados na dose de 100 µmol/kg duas vezes ao dia, ambos por 5 dias. O lavado articular 
foi avaliado por microscopia ótica (aumento 40x) e os resultados são expressos em número de células 
x 103/mL ± EPM; número de animais (n) = 3. # p<0,05 comparado ao grupo-sham; * p<0,05 comparado 
ao grupo veículo (ANOVA-oneway). 
 

5.9.1 Dosagem de TNF-α de animais com AIA  

Sabidamente, o TNF-α exerce função relevante no recrutamento de leucócitos 

em modelos experimentais de AR que favorece a manutenção da resposta 

inflamatória e na redução do limiar de ativação dos nociceptores periféricos da 

articulação (KOCK, 2005; ASKENASE, 2003; KÖNIG et al., 2014). Associado ao fato 

que os derivados NAH indólicos inibem a produção de TNF-α proveniente de 

macrófagos in vitro, os níveis desta citocina nos animais com AIA foram determinados.  

Em virtude de a AR ser uma doença sistêmica que não afeta exclusivamente 

as articulações, observamos se os derivados NAH indólicos reduzem a quantidade de 

TNF-α plasmático (CHEN et al., 2013; KOBAYASHI et al., 2014).  

0

500

1000

1500

2000
#

* *

Sham

Veículo

Indometacina

LASSBio-1247

LASSBio-1248*

L
e
u

c
ó

c
it

o
s
 t

o
ta

is
 x

1
0

3
/m

l



113 

 

Ao fim do experimento, os animais tratados com a indometacina a 8,4 µmol/kg 

em dose única diária não apresentaram a quantidade de TNF-α diminuída comparada 

ao grupo-controle. Ainda, a administração de LASSBio-1248 também não diminuiu os 

níveis séricos desta citocina (Gráfico 23). No entanto, os animais tratados com 

LASSBio-1247 duas vezes por dia durante 5 dias com doses de 100 µmol/kg exibiram 

menor quantidade de TNF-α no plasma (cerca de 62%) comparado ao grupo de 

animais tratados com o veículo (goma arábica 5%) (Gráfico 23). 

Em seguida, a dosagem de TNF-α provenientes de amostras da articulação 

revelou que LASSBio-1247 administrado nas condições supracitadas diminuiu de 

modo estatisticamente significativo a quantidade de TNF-α comparado com o grupo-

controle (47%) (Gráfico 24). 
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Gráfico 23: Efeito de LASSBio-1247, LASSBio-1248 e da indometacina sobre as 

quantidades de TNF-α plasmático em camundongos com AIA.  

As amostras de plasma foram provenientes de animais tratados com um dos derivados NAH indólicos 
administrados na dose de 100 µmol/kg duas vezes ao dia ou com a indometacina em dose única de 
8,4 µmol/kg ou goma arábica 5% por v.o durante 5 dias. Os resultados são expressos em ρg/mg de 
proteína ± EPM; número de animais (n) = 2- 3. * p<0,05 comparado ao grupo-veículo (ANOVA-oneway). 
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Gráfico 24: LASSBio-1247 reduz a quantidade de TNF-α articular em camundongos 

do modelo de AIA. 

As amostras da articulação foram provenientes de animais tratados com derivado NAH indólico 
administrado na dose de 100 µmol/kg duas vezes ao dia, com a indometacina em dose única de 8,4 
µmol/kg ou goma arábica 5% por v.o durante 5 dias. Os resultados são expressos em ρg/mg de proteína 
± EPM; n= 2 (cada n corresponde ao pull de amostras de 2 animais). *p<0,05 comparado ao grupo-
veículo (Teste t-student).  

 

5.9.2 Dosagem de PGE2 de animais com AIA  

Conforme descrito amplamente na literatura, a PGE2 é um dos principais 

mediadores liberados durante a inflamação capaz de reduzir o limiar de ativação dos 

nociceptores, contribuindo significativamente para a ocorrência da dor. Inclusive, os 

AINEs constituem uma das classes de fármacos que podem ser prescritos para o 

tratamento analgésico da AR (PISETSKY & WARD, 2012).  

Ademais, Cunha e colaboradores (2008) revelaram que a intermediação do 

processo hipernociceptivo no modelo de AIA em questão é realizada por 

prostaglandinas como consequência da liberação inicial de TNF-α (CUNHA et al., 

2008b). 

Com isto, os experimentos mostraram que as amostras do lavado articular dos 

animais com AIA apresentaram quantidades significativamente elevadas de PGE2 

comparadas com o grupo-sham (Gráfico 25). Neste contexto, a administração de 

LASSBio-1247 por via oral duas vezes ao dia durante 5 dias aos camundongos com 

AIA proporcionou a redução de aproximadamente 63% de PGE2 na cavidade intra-

articular comparado ao grupo-controle ao final do experimento (Gráfico 25).  
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Gráfico 25: LASSBio-1247 reduz a quantidade intra-articular de PGE2 do modelo de 

AIA em camundongos. 

As amostras da articulação foram provenientes de animais tratados com derivado NAH indólico 
administrado na dose de 100 µmol/kg duas vezes ao dia ou goma arábica 5% por v.o. Tratamento 
realizado por cinco dias. Os resultados são expressos em ρg/μL de lavado articular ± EPM; n= 2- 3. 
*p<0,05 comparado ao grupo-veículo; #p<0,05 comparado ao grupo-sham; (ANOVA-oneway).  
 

5.10 POTENCIAL ULCEROGÊNICO  

A determinação do potencial ulcerogênico dos derivados NAH indólicos 

LASSBio-1247 e LASSBio-1248 obtida através da dissecção dos estômagos dos 

camundongos utilizados no modelo de AIA foi realizada para avaliar a possibilidade 

destes compostos provocarem lesões ulcerativas gástricas. Este efeito colateral dos 

AINEs tradicionais é clinicamente importante (BURKE et al., 2006).  

A análise macroscópica da mucosa do estômago dos animais realizada após a 

administração por via oral dos compostos duas vezes ao dia durante 5 dias na dose 

de 100 mol/kg mostrou que LASSBio-1248 não provocou a formação de lesões 

pontuais ou hemorrágicas aparentes. De modo contrário, LASSBio-1247 induziu 

lesões pontuais em alguns estômagos observados, assim como os animais tratados 

diariamente com indometacina a 8,4 mol/kg. 

 

5.11 AVALIAÇÃO DA AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA INDUZIDA POR AA 

 Sabidamente, a TXA2 é um prostanoide proveniente de plaquetas formado a 

partir da ação enzimática da COX-1 expressa nas referidas células sobre o AA 

liberado após a ação da PLA2 sobre os fosfolipídeos de membrana (SMITH et al., 

2000). Diante da inibição da produção de PGE2 em amostras de articulação de 

animais estimulados com AIA, associado ao fato que LASSBio-1247 foi planejado a 

partir da bis-homologação de derivados inibidores da COX, o modelo experimental de 
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agregação plaquetária induzida por AA foi utilizado para avaliar uma possível ação 

inibitória do protótipo NAH indólico sobre a cascata do AA (CUNHA et al., 2003).  

 Neste contexto, o gráfico 26 mostra que o AA induz a agregação de plaquetas 

provenientes de coelhos e que este efeito foi inibido pelo tratamento prévio de 

indometacina 100 μM ou LASSBio-1247 em diferentes concentrações.  
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Gráfico 26: LASSBio-1247 reduz a agregação plaquetária induzida por AA em um 

efeito dependente da concentração. 

O derivado NAH indólico foi pré-incubado em diferentes concentrações (1-100 μM) por 5 min antes da 
adição do AA (200 μM) nas plaquetas de coelho. Os resultados são expressos em porcentagem (%) de 
agregação plaquetária ± EPM; n= 3- 4. *p<0,05 comparado ao grupo com DMSO (ANOVA-oneway). 

 

Deste modo, a CI50 do derivado LASSBio-1247 sobre a agregação plaquetária 

induzida por AA foi determinada, sendo igual a 31,5 µM (Tabela 4) (Gráfico 27). 
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Tabela 4: Efeito inibitório de LASSBio-1247 sobre a agregação plaquetária induzida 

por AA. 

 

Os resultados são expressos em média ± erro padrão; n = número de experimentos/grupo. 
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Gráfico 27: Curva concentração-resposta do derivado LASSBio-1247 no modelo de 

agregação plaquetária induzida por AA. 

LASSBio-1247 foi avaliado em diferentes concentrações (1- 100 µM). Os resultados são expressos em 
porcentagem de agregação plaquetária ± EPM; curva sigmoidal com inclinação variável obtida por 
regressão não-linear (R2 = 0,7832); n= 3- 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LASSBio-1247 1 3 56,2 ± 1,83 5,9

LASSBio-1247 10 3 52,3 ± 5,09 12,3

LASSBio-1247 30 4 29,6 ± 12,20 50,0

LASSBio-1247 60 3 7,3 ± 3,17 87,7

LASSBio-1247 100 3 2,3 ± 1,60 96,1

Substância Concentração (µM)
% Agregação 

plaquetária
% Inibiçãon
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6 DISCUSSÃO  

 

A artrite reumatoide (AR) é um processo inflamatório crônico multifatorial, mas 

de cunho autoimune, caracterizada pela inflamação persistente da sinóvia, sendo 

associada com danos permanentes à cartilagem da articulação. Neste contexto, a 

inflamação e a intensa migração leucocitária para a articulação acometida são fatores 

essenciais no desenvolvimento da doença em questão (DUBIN & PATAPOUTIAN, 

2010; WALSH & MCWILLIAMS, 2012).  

De modo corroborativo, a participação de neutrófilos, macrófagos, células T 

CD4+ e mediadores inflamatórios no desenvolvimento e manutenção da referida 

doença é extremamente relevante (SCOTT et al., 2010). Os macrófagos ativos são 

encontrados em quantidade elevada na membrana sinovial inflamada da articulação 

de indivíduos acometidos pela AR, existindo uma correlação com a manifestação da 

dor tanto na fase aguda quanto na crônica, por produzir quantidades significativas de 

citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, que perpetuam a inflamação e a lesão 

articular (PARAMESWARAN & PATIAL, 2010; SCHAIBLE et al., 2010). Assim como 

o TNF-α, a PGE2 é liberada na sinóvia de pacientes com AR e também sensibiliza as 

fibras aferentes, favorece a ocorrência do processo álgico que pode ser debilitante. 

Por sua vez, a dor apresenta uma estreita correlação com a incapacidade física e com 

a redução da qualidade de vida destes indivíduos (REINOLD et al., 1995; RUSSEL et 

al., 2011). 

O TNF-α é uma citocina com importância fundamental na AR por agir como um 

amplificador da resposta inflamatória. Além de autorregular sua produção, o TNF-α é 

responsável pela ativação e recrutamento de células T, neutrófilos e dos próprios 

macrófagos, por causar dor inflamatória e induzir a liberação de outras citocinas 

culminando com a destruição articular (KINNE et al., 2000; BRENNAN & MCINNES, 

2008). Amplamente descrito, o TNF-α e seus receptores estão expressos em maiores 

concentrações tanto no soro quanto na articulação dos pacientes com AR (CHEN et 

al., 2013; KOBAYASHI et al., 2014).  

Diante deste panorama e levando em consideração o perfil antinociceptivo e 

anti-inflamatório apresentado pelos derivados NAH indólicos LASSBio-1247 e 

LASSBio-1248, a potência inibitória dos referidos derivados sobre a produção de TNF-

α proveniente de macrófagos peritoneais foi determinada (Santos, 2009). Assim, os 
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dois protótipos inibiram de forma dependente da concentração a produção de TNF-α, 

apresentando eficácia semelhante a talidomida, sendo que LASSBio-1247 é mais 

eficiente que o fármaco em questão e cerca de três vezes mais potente em inibir a 

produção de TNF-α que LASSBio-1248. 

Em virtude do mecanismo de ação de LASSBio-1247 e LASSBio-1248 ser 

desconhecido, o teste de viabilidade celular foi empregado com o intuito de averiguar 

se a redução da produção de TNF-α não ocorreria pela morte dos macrófagos. Este 

experimento permitiu observar que, mesmo em altas concentrações, LASSBio-1248 

inibe significativamente a produção do TNF-α sem afetar a viabilidade celular, como 

foi observado também para a talidomida. Apesar de LASSBio-1247 ter sido eficaz na 

diminuição da produção de TNF-α, este derivado NAH indólico reduziu a viabilidade 

de macrófagos em 30% na concentração de 100 µM. No entanto, os resultados 

obtidos no experimento de viabilidade celular permitem sugerir que o efeito do 

derivado sobre a produção de TNF-α não é decorrente da morte celular, já que a CI50 

da inibição da produção de TNF-α é aproximadamente dez vezes menor que a 

concentração responsável pela inviabilidade de algumas destas células. 

Após obtermos os resultados em experimentos in vitro, havia a necessidade de 

avaliar os efeitos dos derivados em um modelo in vivo que fosse mediado 

principalmente por citocinas. Diante deste fato, o ensaio de hipernocicepção térmica 

induzido por LPS foi utilizado porque a resposta inflamatória é mediada 

majoritariamente por IL-1β, IL-6 e TNF-α (VAJJA et al., 2004). Através da ligação com 

receptores do tipo Toll 4, o LPS pode causar a fosforilação de enzimas MAPKs e do 

NF-kB que estão envolvidos com a transcrição gênica de inúmeros fatores pró-

inflamatórios, como as próprias citocinas citadas anteriormente (HAN et al., 1994; 

ASHWELL, 2006; ROSSOL et al., 2011). 

O teste de hipernocicepção térmica induzido pelo LPS revelou que tanto 

LASSBio-1247 quanto LASSBio-1248 exibiram atividade na mesma magnitude da 

talidomida desde a primeira até a terceira hora de avaliação do experimento. Em 

virtude da natureza do modelo caracterizada pela presença das citocinas, há a 

possibilidade de os efeitos anti-hipernociceptivos dos derivados NAH indólicos 

estarem associados a inibições da atividade ou ativação de enzimas de vias de 

sinalização que participam da transcrição gênica das citocinas, como MAPK p38 e o 

fator de transcrição NF-ƙB.  
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Estudos realizados previamente por Santos (2009) mostrou que a 

administração de LASSBio-1247 ocasionou efeito anti-hipernociceptivo relevante em 

um modelo de dor inflamatória induzida por carragenina associada a temperatura 

elevada. Contudo, esta atividade foi marcada pela perda gradativa do efeito conforme 

a evolução do tempo (4 h de experimento). Segundo Verry e colaboradores (2006), a 

inflamação provocada pela carragenina tem um perfil inicial determinado pela 

liberação sequencial de TNF-α e IL-1β juntamente com IL-6, culminando com a 

presença de aminas vasoativas e prostaglandinas nos tecidos inflamados.  

Sabidamente, LASSBio-1247 e LASSBio-1248 também induziram menor 

sensação hipernociceptiva em animais estimulados com carragenina na pata 

(SANTOS, 2009). Se uma comparação entre as atividades anti-hipernociceptivas de 

LASSBio-1247 obtidas nos modelos induzidos pela carragenina e pelo LPS for 

realizada é possível sugerir que a redução do seu efeito com relação ao tempo no 

experimento induzido pela carragenina não acontece devido a problemas 

farmacocinéticos. LASSBio-1247 mostrou ter atividade anti-hipernociceptiva relevante 

até a terceira hora no experimento de hipernocicepção induzida pelo LPS, indicando 

a possibilidade que este derivado NAH indólico possa ter parte de seu mecanismo de 

ação relacionados com a intervenção sobre a atividade de citocinas pró-inflamatórias 

(SANTOS, 2009). 

Sabidamente, a capsaicina atua como agonista dos canais de cátion TRPV1 

que são expressos de modo abundante em fibras aferentes sensoriais de pequeno e 

médio calibres e requeridos para a redução do limiar de ativação dos nociceptores 

durante o processo álgico inflamatório. Com a baixa homologia entre os subtipos de 

receptores de potencial transitório, há a possibilidade de a capsaicina ativar somente 

o TRPV1 (MORAN et al., 2011). O potencial analgésico do bloqueio de TRPV1 tem 

sido amplamente explorado seja por abordagens genéticas no receptor, seja pelo seu 

bloqueio (CATERINA  et al., 2000; VOIGHT et al., 2014). 

Já no aspecto molecular, experimentos apontam para a capacidade de a 

capsaicina diminuir a expressão de iNOS e COX-2, enzimas cujas transcrições 

gênicas podem ser mediadas pelo NF-ƙB, em macrófagos estimulados por LPS (SHIN 

et al., 2012). Mais ainda, a capsaicina impede a ativação deste fator de transcrição 

induzida pelo TNF-α, bem como bloqueia a degradação da subunidade IƙBα e assim 

evita a translocação da subunidade p65 para o núcleo que é essencial para o NF-ƙB 
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exercer sua função (SINGH et al., 1996). Parece que este efeito é independente dos 

canais TRPV1 (SHIN et al., 2013). 

De acordo com Sweitzer e colaboradores (2004), a aplicação intraplantar de 

capsaicina provoca rápida fosforilação da MAPK p38 (pico máximo de 2 min com a 

atividade até 10 min) e desencadeia papel importante no desenvolvimento do estado 

hipernociceptivo, exercendo seus efeitos na medula espinhal e nas fibras periféricas 

polimodais C (MIZUSHIMA et al., 2005). A ativação desta enzima pode provocar a 

despolarização das membranas dos nociceptores sensoriais e contribuir para a 

formação da resposta nociceptiva persistente (CHENG & JI, 2008). 

Os resultados no modelo de hipernocicepção térmica induzida por capsaicina 

indicaram que LASSBio-1247 e LASSBio-1248 tem atividade estatisticamente 

significativa logo após a administração da capsaicina e ambos aumentaram o tempo 

de permanência dos animais sobre a placa quente nos momentos seguintes da 

avaliação em um perfil semelhante ao inibidor da MAPK p38, o SB203580. Vale 

ressaltar que a administração da capsaicina promove a dessensibilização dos canais 

TRPV1 e, por isto, a resposta hipernociceptiva não acontece no final do experimento 

(VELDHUIS et al., 2012). O cálculo da AUC evidenciou o efeito anti-hipernociceptivo 

global bastante pronunciado dos derivados NAH indólicos no modelo de 

hipernocicepção induzida por capsaicina.  

Associados ao fato de LASSBio-1247 e LASSBio-1248 interferirem na 

produção de citocinas com o perfil de ativação da MAPK p38 induzida pela capsaicina, 

estes resultados permitem sugerir que ambos derivados podem atuar na via de 

sinalização mediada por esta MAPK (MIZUSHIMA et al., 2005). 

Amplamente descrito na literatura, estudos com imageamento de Ca+2 obtidos 

em células HEK293 que expressam canais de potencial transitório humano são 

bastante utilizados para avaliar a modulação dos canais TRPV1 por protótipos 

candidatos a fármacos analgésicos (CHEN e al., 2014). Os receptores TRPV1 são 

canais de cátion não-seletivos que causam despolarização celular através do aumento 

do influxo de Na+ e principalmente Ca+2 após sua ativação pela capsaicina 

(ROSENBAUM et al., 2004; TRIBUTINO et al., 2010). Como consequência da 

ativação dos canais TRPV1 expressos em nociceptores polimodais C e Aδ periféricos, 

há a formação do potencial de ação e a ocorrência da dor (WANG & WOOLF, 2005). 

Neste contexto, os experimentos com imageamento de Ca+2 mostraram que, 

ao contrário do antagonista AMG9810, nem LASSBio-1247 nem o LASSBio-1248 
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reduziram o influxo deste cátion para as células HEK293 expressando canais TRPV1h 

após o estímulo com capsaicina, permitindo sugerir que os efeitos anti-

hipernociceptivos dos derivados NAH indólicos não envolvem a participação destes 

receptores integradores de estímulos dolorosos. 

Inequivocamente, a analgesia observada por protótipos candidatos a fármaco 

mediada pelo bloqueio dos receptores TRPV1 está associada com a ocorrência da 

hipertermia por causa da sua função termorreguladora agregada possivelmente a sua 

expressão no SNC (JARA-OSEGUERA et al., 2008). Por exemplo, inúmeros 

antagonistas do canal TRPV1 induzem o aumento da temperatura corporal, inclusive 

em humanos (ROWBOTHAM et al., 2011; GAVVA et al., 2008). Com isto, apesar de 

os efeitos anti-hipernociceptivos destacáveis no modelo induzido por capsaicina, 

nenhum dos derivados NAH indólicos testados causou um aumento da temperatura 

corporal dos camundongos. Logo, estes resultados sugerem que os protótipos em 

questão são incapazes de provocar hipertermia e fortalecem as evidências obtidas em 

células HEK293 expressando TRPV1h. 

Em virtude da característica integradora de sistemas dos canais TRPV1 que 

contribui para a facilitação da formação do potencial de ação, pode-se implicar na 

possibilidade de os derivados NAH indólicos reduzirem, direta ou indiretamente, a 

produção ou a ação de algum mediador em seu receptor metabotrópico e 

consequentemente impedir fosforilações e a ativação do TRPV1 (SAWYNOK et al., 

2006; ADCOCK, 2009). Por exemplo, Panossian e colaboradores relataram que o 

tratamento de leucócitos com capsaicina pode causar danos à membrana celular, 

resultando na liberação de AA e PGE2 (PANOSSIAN et al., 1996; HUANQ et al., 2012). 

Em experimentos nociceptivos, o tratamento prévio com indometacina foi capaz de 

reduzir a sensibilidade térmica de animais após a aplicação tópica de capsaicina 

(BASTOS & TONUSSI, 2010). 

A administração intraplantar de formalina promove a manifestação de duas 

fases nociceptivas. Na primeira fase, dita neurogênica, os derivados NAH indólicos 

não foram capazes de atenuar a nocicepção neurogênica, corroborando com 

resultados de experimentos anteriores onde a avaliação da resposta nociceptiva 

relacionada com SNC foi realizada sob estímulo térmico (SANTOS, 2009). Já a fase 

inflamatória mostrou que os dois derivados NAH possuem atividade antinociceptiva 

pronunciada em um modelo que há a participação de PGs e TNF-α (PEREIRA et al., 

2009). 
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Estudos científicos anteriores descrevem que o sistema canabinoide pode ser 

importante para a regulação da resposta imunológica durante a AR porque há a 

expressão de ambos os receptores em tecido sinovial dos pacientes e por diminuir o 

recrutamento de células relevantes ao desenvolvimento desta doença autoimune (GUI 

et al., 2014; MASSI et al., 2006). Ainda, trabalhos reportam: (1) a possibilidade de a 

interação agonista em receptores CB2 diminuir a produção de TNF-α e de outros 

mediadores inflamatórios e (2) que um determinado agonista tanto de CB1 quanto em 

CB2 apresenta efeito anti-hipernociceptivo em modelos induzidos por formalina em 

camundongos e por carragenina em ratos. Estes fatos associados às atividades 

pronunciadas de LASSBio-1247 e LASSBio-1248 nos modelos de formalina e de 

carragenina justificaram a observação da participação dos receptores canabinoides 

nos seus efeitos antinociceptivos (CHANG et al., 2001; QUARTILHO et al., 2003).  

Assim, um estudo funcional envolvendo a administração de antagonistas de 

receptores canabinoides com os derivados NAH indólicos foi realizado para 

compreender parte dos seus mecanismos de ação antinociceptivo. 

A administração de AM630 15 min depois de LASSBio-1247 não alterou o perfil 

antinociceptivo deste derivado no modelo de nocicepção inflamatória induzida por 

formalina, sugerindo que seus efeitos não são dependentes de receptores CB2. Já o 

AM281 reverteu o efeito antinociceptivo de LASSBio-1248 na segunda fase do modelo 

de formalina, assim como o AM630. Portanto, estes resultados indicam que parte do 

efeito antinociceptivo deste derivado envolve a participação do sistema canabinoide e 

permitem sugerir que LASSBio-1248 pode ser agonista CB1 e CB2 sem, contudo, 

alcançar o SNC ou ser inibidor da enzima FAAH. 

Conduto, apesar de os receptores CB1 modularem a neurotransmissão e as 

respostas relacionadas com a dor, Rawls e colaboradores (2002) mostraram que a 

administração do agonista Win55212-2 causou hipotermia persistente e dependente 

da dose, sendo revertida apenas pelo antagonista CB1 e não por um antagonista CB2. 

De acordo com os autores, os receptores CB1 localizados no SNC são os 

responsáveis primários na mediação da hipotermia induzida por agonistas 

canabinoides (RAWLS et al., 2002).  

Em virtude de os efeitos antinociceptivos de LASSBio-1247 ser pronunciado 

em modelos inflamatórios amparados por receptores CB1 e a evidente participação 

deste receptor na modulação da atividade antinociceptiva de LASSBio-1248, a 

temperatura corporal dos camundongos foi avaliada a fim de observar a ocorrência de 
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hipotermia como efeito colateral pela ativação de CB1 (RAWLS et al., 2002). Os dados 

indicaram que o tratamento com os derivados NAH indólicos testados não alterou 

significativamente a temperatura dos animais e sugere que tanto LASSBio-1247 

quanto LASSBio-1248 não apresentam efeitos termorregulatórios indesejáveis típicos 

daqueles provenientes da ativação de CB1. 

Diante dos resultados de inibição da produção de TNF-α proveniente de 

macrófagos e anti-hipernociceptivos de LASSBio-1247 e LASSBio-1248 em modelos 

experimentais sustentados por mediadores e vias de sinalização importantes para o 

desenvolvimento e a manutenção da AR, decidimos verificar a eficácia destes 

derivados em um experimento de artrite propriamente dito e adotamos o modelo de 

Artrite Induzida por Antígeno (AIA) por ser dependente do antígeno e por refletir uma 

resposta imunológica mediada por células T (BRACKERTZ et al., 1977a). Para este 

experimento, a leitura da resposta hipernociceptiva foi realizada a partir do emprego 

de estímulos mecânicos porque as fibras nociceptivas de músculos e das articulações 

exibem sensibilização destacável frente a este tipo de estímulo e também para 

associar a hipernocicepção com o movimento normal da articulação (SCHAIBLE et 

al., 2006).  

Segundo estudos publicados recentemente, a hipernocicepção induzida por 

BSAm é direcionada por células T e mediada pelo TNF-α que, dentre outros 

mediadores, desencadeia  a liberação de IL-1β, PGE2 e aminas simpáticas que 

também são responsáveis pela redução do limiar de excitabilidade da fibra nociceptiva 

(CUNHA et al., 2008b). 

O tratamento dos animais com o LASSBio-1247 por v.o propiciou um efeito anti-

hipernociceptivo relevante já nas primeiras 24 h do modelo, dita fase aguda. O cálculo 

da AUC mostrou que o efeito observado foi significativo comparado ao grupo-controle 

semelhante ao fármaco de referência para o experimento, a indometacina. Já o 

derivado LASSBio-1248 não exibiu atividade em nenhum dos tempos avaliados.  

O uso do transdutor de força indicou que LASSBio-1247 possui efeito anti-

hipernociceptivo equivalente a indometacina nos demais dias da análise. A 

manutenção do efeito anti-hipernociceptivo causado pelo tratamento com a 

indometacina dos animais estimulados com AIA reforça a participação de 

prostanoides na geração do processo hipernociceptivo.  

Apesar de LASSBio-1248 ter apresentado efeitos anti-hipernociceptivos 

destacáveis nos modelos de dor inflamatória, a avaliação do efeito anti-
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hipernociceptivo global no modelo de AIA aponta que este derivado não exibe 

qualquer atividade no modelo experimental de artrite caracterizado por dores crônicas. 

No caso, a avaliação da hipernocicepção de animais com AIA foi realizada a partir de 

estímulos mecânicos. 

Sabidamente, a intensa migração leucocitária para a membrana sinovial da 

articulação acometida pela AR é um fator relevante tanto no desenvolvimento da dor 

quanto da própria doença (THOMSON & UDALOVA, 2009). Neste contexto, os 

resultados obtidos sobre a redução de leucócitos totais promovida pelo LASSBio-1247 

podem ter contribuído para o seu efeito anti-hipernociceptivo.  

Entretanto, esta atividade parece não ser a única importante para a ocorrência 

da hipernocicepção induzida pela administração intra-articular de BSAm, visto que 

LASSBio-1248 também diminuiu o número de leucócitos totais, mas não alterou a 

resposta hipernociceptiva dos animais frente ao estímulo mecânico. Estes resultados 

indicam que LASSBio-1247 pode interferir em outros fatores relevantes para o 

desenvolvimento da nocicepção na AR porque, assim como o LASSBio-1248, 

LASSBio-1247 reduziu a produção de TNF-α in vitro e a concentração de leucócitos 

no lavado articular, mas somente esta substância apresentou efeito anti-

hipernociceptivo pronunciado nas duas fases do modelo de AIA. 

Apesar de a AR ser uma doença sustentada por células T e ter a participação 

de células B, há relatos consistentes do acúmulo de neutrófilos no fluido articular 

durante a AR. Sua ativação inapropriada contribui não só para a perpetuação da 

resposta inflamatória inicial e para os danos teciduais, mas também com a liberação 

de mediadores que reduzem o limiar de ativação dos nociceptores (FUTOSI et al., 

2013; KHANDPUR et al., 2013). Na AR, os mecanismos de ativação, o recrutamento 

e a apoptose de neutrófilos estão alterados (CASCÃO et al., 2010).  

A partir da migração neutrofílica induzida pelo fMLP, um agente que fosforila a 

MAPKs e ativa NF-ƙB para exercer a quimiotaxia destas células, observamos que o 

derivado LASSBio-1247 exibe efeito antiquimiotático na mesma magnitude que o 

SB203580, diferente do LASSBio-1248. Com isto, os resultados in vitro permitem 

sugerir que o LASSBio-1247 pode reduzir o número de neutrófilos da articulação dos 

animais estimulados com AIA, pela sua atividade antiquimiotática direta sobre as 

referidas células.  

Ademais, o levantamento bibliográfico realizado por Cascão e colaboradores 

(2010) indica que os neutrófilos constituem o primeiro tipo celular a migrar para o fluido 
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sinovial durante a AR e a hipernocicepção na fase aguda do modelo de AIA é 

dependente de neutrófilos (PINTO et al., 2010). Portanto, o efeito antiquimiotático de 

LASSBio-1247 sobre os neutrófilos pode ter reduzido a intensidade e a perpetuação 

do processo inflamatório e favorecido a sua atividade anti-hipernociceptiva. 

Segundo diversos trabalhos científicos, o TNF-α exerce função relevante no 

recrutamento de leucócitos para a articulação de animais com artrite experimental e é 

fundamental para a manutenção da AR (KOCK, 2005; ASKENASE, 2003).  

Sabendo que a AR é consequência de uma inflamação sistêmica onde o TNF-

α exerce papel na patogênese desta doença, Shrivastava e colaboradores (2014) 

revelaram que pacientes com AR apresentam concentrações séricas de TNF-α 

elevadas, existindo uma correlação direta com a atividade e a gravidade da AR 

(SHRIVASTAVA et al., 2014; JENKINS et al., 2002). Os agentes biotecnológicos anti-

TNF-α melhoram de modo rápido e consistente os sinais e sintomas causados pela 

AR, indicando ser uma abordagem adequada para o tratamento desta doença 

(AGARWAL, 2011). 

Neste contexto, observamos que LASSBio-1247 administrado por v.o duas 

vezes ao dia durante 5 dias reduziu significativamente a quantidade de TNF-α 

plasmático comparado com os animais do grupo-controle. Todavia, o mesmo efeito 

não foi observado a partir do tratamento com LASSBio-1248 em condições 

experimentais iguais. Ou seja, ainda com a diminuição do número de leucócitos totais 

na articulação, o derivado LASSBio-1248 pode não ter exibido efeito anti-

hipernociceptivo no modelo de AIA em virtude da sua incapacidade de reduzir a 

quantidade de TNF-α sistêmico. Segundo Keffer e colaboradores (1991), a elevação 

da quantidade desta citocina no plasma de camundongos desencadeia uma resposta 

semelhante à AR. Logo, a intervenção sobre a produção de TNF-α mediada pelo 

tratamento com LASSBio-1247 ratifica seu efeito sistêmico após a sua administração 

por v.o e permite sugerir que esta atividade é bastante relevante no modelo em 

questão.  

Ao considerar que um conjunto de dados aponta que o TNF-α articular provoca 

intensa resposta hipernociceptiva que pode ser prevenida pela administração de 

fármacos biotecnológicos anti-TNF-α, a quantidade desta citocina na articulação de 

animais estimulados com BSAm foi determinada (SCHAIBLE et al., 2010; RICHTER 

et al., 2010). Neste contexto, foi observado que LASSBio-1247 promoveu efeito 
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inibitório significativo sobre a produção de TNF-α na articulação acometida pela artrite 

experimental.  

Segundo Curtis e Singh (2011), a diminuição da produção ou o bloqueio da 

ação de citocinas pró-inflamatórias pode ser importante no controle da dor e do 

desenvolvimento da AR. De fato, a presença do TNF-α na cavidade articular favorece 

o aumento da excitabilidade tanto das fibras nociceptivas locais quanto aqueles da 

medula espinhal (KÖNIG et al., 2014).  

Ainda, estudos realizados por Cunha e colaboradores (2008b) mostraram que 

a origem da hipernocicepção mecânica em camundongos com AIA depende de uma 

sequência de liberação de mediadores inflamatórios iniciada pelo TNF-α. Assim, os 

resultados indicam que a atividade anti-hipernociceptiva mediada pelo tratamento com 

LASSBio-1247 pode ser em virtude da redução de TNF-α e de uma possível 

descontinuidade na cascata de mediadores inflamatórios desencadeada pela indução 

da artrite experimental. 

Em um estudo clínico realizado para avaliar a regulação sobre a migração de 

leucócitos, Taylor e colaboradores (2000) observaram que a redução de TNF-α 

promovida pela terapia com anticorpo monoclonal anti-TNF-α diminuiu a migração de 

neutrófilos para o interior da articulação de pacientes com AR, assim como células T 

e B e macrófagos. Logo, a terapia anti-TNF-α tem papel crítico no recrutamento de 

linfócitos e monócitos para a sinóvia da articulação. Então, a redução do número de 

leucócitos totais em articulações com artrite intermediada por LASSBio-1247 pode ter 

ocorrido devido a diminuição dos níveis de TNF-α, além da sua potencial atividade 

antiquimiotática para neutrófilos.  

Ainda de acordo com Cunha e colaboradores (2008b), o modelo de AIA 

utilizado no presente trabalho resulta no surgimento da hipernocicepção cuja indução 

envolve a participação de PGE2. Sobre o mecanismo do processo álgico na AR, a 

PGE2 é um mediador inflamatório que reduz o limiar de ativação dos nociceptores, 

facilitando a ocorrência da dor inflamatória periférica associada com a AR 

(MORIYANA et al., 2005). Schaible e colaboradores (2002) mostraram que os 

receptores para PGE2 expressos nas terminações dos nociceptores indicam a 

participação deste mediador lipídico no intermédio da dor inflamatória periférica 

associada com a AR. Inclusive, este fato corrobora com a ampla indicação dos AINEs 

para o tratamento analgésico de pacientes com a referida doença (RUOFF, 2014). 
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A dosagem do referido mediador lipídico proveniente de amostra da articulação 

de animais estimulados com a artrite experimental mostrou que, ao fim das 97 h do 

modelo em questão, o tratamento por v.o de LASSBio-1247 provocou uma atividade 

inibitória pronunciada sobre a produção de PGE2 em quantidade comparável ao dos 

animais não-estimulados com BSAm (grupo-sham). Assim, estes dados sugerem que 

menores quantidades deste prostanoide no lavado articular podem estar associadas 

com a diminuição de TNF-α e da concentração de leucócitos totais. Ainda, o efeito 

anti-hipernociceptivo de LASSBio-1247 inclui a diminuição de PGE2 na articulação. 

Contudo, Cunha e colaboradores (2008b) também relataram que a PGE2 é o 

mediador final de uma cascata de eventos dependente primordialmente do TNF-α, 

mas também a possibilidade de LASSBio-1247 promover a redução da produção de 

PGE2 não pode ser excluída já que os derivados NAH indólicos estudados são 

provenientes da bis-homologação de um protótipo planejado para reduzir a produção 

de PGs a partir da inibição da enzima COX. Então, houve a necessidade de avaliar se 

LASSBio-1247 pode atuar na cascata do AA ou se a redução da PGE2 aconteceu pela 

diminuição do TNF-α articular.  

Neste contexto, diversos autores indicam que o modelo de agregação 

plaquetária induzida pelo AA pode ser utilizado como ferramenta importante para a 

triagem farmacológica de AINEs inibidores da COX (CUNHA et al., 2003). Deste 

modo, os resultados do referido experimento mostraram que a incubação de LASSBio-

1247 antes da adição do AA evitou a agregação das plaquetas em um efeito 

dependente da concentração empregada. Por isto, tal fato permite sugerir que 

LASSBio-1247 pode inibir a produção de prostanoides 

Uma observação macroscópica da mucosa gástrica dos animais mostrou que 

LASSBio-1248 é um derivado seguro por não induzir a formação de lesões ulcerativas 

quando administrado cronicamente, diferente de LASSBio-1247. 

Portanto, o presente estudo revelou que, diante de uma doença cuja terapia é 

fundamentada em fármacos com importantes efeitos colaterais e outros de elevado 

custo e eficácia limitada, o desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento da 

AR capazes de reduzir os níveis de TNF-α e PGE2 pode contribuir significativamente 

para diminuir a dor e, consequentemente, melhorar a qualidade de vida dos pacientes 

e amenizar os impactos sócio-econômicos relacionados com a AR.  

Finalmente, o derivado NAH indólico LASSBio-1247 administrado por via oral 

surge como um protótipo candidato a fármaco promissor para o tratamento da AR. 
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7 CONCLUSÕES 

 LASSBio-1247 é cerca de três vezes mais potente que LASSBio-1248 na 

inibição da produção de TNF-α proveniente de macrófagos que não ocorre em 

virtude da baixa viabilidade destas células; 

 LASSBio-1247 e LASSBio-1248 exibem efeitos anti-inflamatórios e anti-

hipernociceptivos pronunciados em modelos mediados por citocinas e vias de 

sinalização importantes para a gênese e manutenção da AR; 

 O efeito antinociceptivo de LASSBio-1248 envolve a participação dos 

receptores CB1 e CB2 sem, contudo, afetar a nocicepção neurogênica; 

 Tanto LASSBio-1247 quanto LASSBio-1248 são desprovidos dos principais 

efeitos colaterais observados para agonistas CB1 e antagonistas TRPV1 sobre a 

termorregulação corporal; 

 Camundongos tratados com LASSBio-1248 duas vezes ao dia durante cinco 

dias não apresentaram lesões ulcerativas gástricas aparentes; 

 LASSBio-1247 administrado por via oral duas vezes ao dia reduz o número de 

leucócitos totais da articulação de animais com AIA que pode ter sido mediado pela 

diminuição dos níveis de TNF-α articular, bem como pelo seu efeito antiquimiotático; 

 A redução do número de leucócitos totais na articulação e a diminuição dos 

níveis de TNF-α e PGE2 podem contribuir para o efeito anti-hipernociceptivo de 

LASSBio-1247 no modelo de AIA; 

 

Frente ao fato de o desenvolvimento e a manutenção da AR ser dependente 

da ação de mediadores inflamatórios e de múltiplos eventos celulares, os efeitos sobre 

a redução da quantidade de TNF-α, PGE2 e leucócitos totais na articulação de animais 

com AIA, além do potencial antiquimiotático sobre neutrófilos, apontam para LASSBio-

1247 como um protótipo candidato a fármaco anti-inflamatório promissor para o 

tratamento por via oral de pacientes com AR. 
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