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RESUMO 

 

LIMA, Cleverton Kleiton Freitas de. Desenvolvimento de protótipos de fármacos para 
o tratamento da dor neuropática: Investigação do potencial terapêutico e 
mecanismos de ação dos derivados imidazo-piridínicos LASSBio-1135 e LASSBio-
1141. Rio de Janeiro, 2013. Tese (Doutorado em Farmacologia e Química Medicinal) 
– Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2013. 

 

Os derivados imidazo[1,2-a]piridínicos LASSBio-1135 e LASSBio-1141 foram 

previamente identificados como compostos analgésicos e anti-inflamatórios. No 

presente trabalho foi descrita a eficácia terapêutica destes derivados no modelo de 

dor neuropática induzida por ligação parcial do nervo ciático (PSL), sendo também 

investigado os seus mecanismos de ação. Primeiramente foram avaliadas as 

atividades anti-alodínicas e anti-hiperalgésicas de doses de LASSBio-1135 e 

LASSBio-1141, por via oral, no modelo de PSL. LASSBio-1135 reduziu totalmente a 

hiperalgesia térmica e apenas parcialmente a alodínia mecânica na dose de 100 

µmol/Kg, efeitos observados apenas após o terceiro dia de tratamento. Todavia, 

LASSBio-1141 na dose de 100 µmol/Kg foi eficaz desde a primeira hora após a 

primeira dose reduzindo completamente a alodínia mecânica e a hiperalgesia 

térmica. Nenhum dos compostos mostrou qualquer interferência sobre as 

sensibilidades mecânica e térmica basais dos animais em doses terapêuticas, além 

de não proporcionarem alterações locomotoras. O tratamento com LASSBio-1135 e 

LASSBio-1141 também reduziu a expressão do RNA mensageiro das citocinas pró-

inflamatórias TNF-α e IL-1β em amostras do DRG e da medula espinhal, citocinas 

estas fundamentais para os fenômenos de sensibilização periférica e central. Além 

de reduzirem a expressão das citocinas pró-inflamatórias, os compostos também 

reduziram o estado de ativação de neurônios do DRG, evidenciado pela redução da 

expressão do fator ativador de transcrição 3 (ATF-3). Reduzindo a produção de 

mediadores inflamatórios e ativação neuronal, LASSBio-1135 e LASSBIo-1141 

revertem o quadro neuropático, apresentando eficácia anti-hiperalgésica mesmo 

após a interrupção do tratamento. Tendo definida a eficácia dos derivados imidazo-

piridínicos no modelo de dor neuropática, iniciou-se a investigação dos seus 

mecanismos de ação. Verificou-se que LASSBio-1135 composto inibiu o receptor 



 

 

TRPV1 em estudos eletrofisiológicos em ovócitos de Xenopus Laevis (CI50= 582 

nM). Entretanto verificou-se que LASSBio-1135 é um agonista do receptor TRPA1 

em estudos de imageamento de cálcio em células HEK-293 (CE50= 29,5 µM). 

Avaliando o efeito de LASSBio-1135 sobre ativação de neurônios do DRG através 

do imageamento de cálcio, observou-se que este composto promove o influxo de 

cálcio provavelmente através da ativação do TRPA1. Contudo, observou-se que 

LASSBio-1135 inibe a ativação do TRPV1, que pode ser proveniente do 

antagonismo direto do receptor ou por dessensibilização cruzada. Estes efeitos 

atribuem uma característica multialvo a LASSBio-1135 contribuindo para sua 

eficácia no modelo de dor neuropática. Em relação à LASSBio-1141, seu efeito anti-

alodínico foi revertido totalmente pela administração do antagonista do receptor A1 

DPCPX após a primeira dose, tanto sistêmico quanto centralmente, porém o efeito 

em longo prazo foi bloqueado totalmente pelo antagonista A2A, CGS15943. 

LASSBio-1141 também aumentou a produção de IL-10 na medula espinhal e seu 

efeito anti-alodínico a longo prazo foi interrompido em animais deficiente para IL-10. 

Por fim, o aumento de IL-10 está relacionado a um aumento dos níveis de AMPc na 

medula espinhal de animais submetidos à PSL. Portanto, LASSBio-1135 e LASSBio-

1141 despontam como candidatos a fármacos úteis no tratamento da dor 

neuropática por mecanismos de ação inovadores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The imidazo[1,2-a]pyridine derivatives LASSBio-1135 and LASSBio-1141 were 

described previously as analgesic and anti-inflammatory compounds. Here it is 

described the therapeutic efficacy of these derivatives in a model of neuropathic pain 

induced by partial sciatic nerve ligation (PSL) as well as their mechanisms of action. 

Firstly, it was evaluated the anti-allodinic and anti-hyperlagesic efficacies of 

LASSBio-1135 e LASSBio-1141 after oral doses in animals submitted to PSL. 

LASSBio-1135 completely reversed thermal hyperalgesia and only partially 

mechanical allodynia at the dose of 100 µmol/Kg, effects detected only after 3 days 

of treatment. However, LASSBio-1141 at the dose of 100 µmol/Kg was efficacious 

since the first hour after the first dose, reducing completely mechanical allodynia and 

thermal hyperalgesia. The compounds did not produce changes in baseline 

mechanical and thermal sensitivities or affect locomotion at the therapeutic dosage. 

The treatment with LASSBio-1135 and LASSBio-1141 also reduced the expression 

of pro-inflammatory cytokines TNF-α e IL-1β mRNA in samples of DRG and spinal 

cord, which are cytokines essential for the process of peripheral and central 

sensitization. Besides reducing cytokine production, these compounds also reduced 

DRG activation after peripheral nerve injury, evidenced by the reduction in 

expression of activating transcription factor (ATF-3). Reducing the production of 

inflammatory mediators and neuronal activation, LASSBio-1135 and LASSBio-1141 

can reverse neuropathic pain and present prolonged anti-hyperalgesic effect even 

after treatment interruption. After demonstrating the efficacy of imidazo-pyridines 

derivatives in neuropathic pain model, studies about their mechanisms of action were 

started. We show that LASSBio-1135 inhibited the TRPV1 in electrophysiological 

studies using Xenopus Laevis oocytes (CI50= 582 nM). Nevertheless LASSBio-1135 

is an TRPA1 agonist as shown by studies of calcium imaging in HEK-293 cells 

(CE50= 29,5 µM). Studies of calcium imaging in DRG neurons showed That 

LASSBio-1135 produces calcium influx, probably by TRPA1 activation, however it 

inhibits TRPV1 activation, which could reflect direct TRPV1 antagonism or cross-

desensitization.  These effects characterize LASSBio-1135 as a multitarget 

compound, contributing to its efficacy in neuropathic pain model. Regarding 



 

 

LASSBio-1141, its anti-allodinic effect was completely reversed by the systemic or 

central co-administration of A1 antagonist DPCPX, after first dose. However its long-

term efficacy was completely reversed by the A2A antagonist, CGS15943. LASSBio-

1141 also increased IL-10 production in the spinal cord and its long-term anti-

allodinic effect was blocked in PSL experiments using IL-10 knock-out mice. The IL-

10 increased levels seem to be related to the raise in cAMP levels in spinal cord of 

animals submitted to PSL. Thus, LASSBio-1135 and LASSBio-1141 arise as drugs 

candidates for the treatment of neuropathic pain acting by innovative mechanisms. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

1.1- A DOR NEUROPÁTICA 

 

A dor pode ser definida como uma experiência sensorial e emocional não 

prazerosa decorrente de um dano atual ou potencial e tem como principal função 

fisiológica alertar o organismo, promovendo o disparo de respostas protetoras e 

adaptativas (JULIUS & BASBAUM, 2001).  

Do ponto de vista neurobiológico o processo doloroso pode ser classificado 

como nociceptivo, inflamatório ou patológico. A dor nociceptiva corresponde à 

resposta fisiológica do sistema protetor, essencial para detectar e minimizar o 

contato com estímulos nocivos. A dor inflamatória também é um tipo de dor 

adaptativa e protetora, sendo desencadeada após um estímulo nocivo inevitável 

causar uma injúria tecidual, promovendo ativação de células do sistema imune e a 

consequente sensibilização sensorial. O último tipo de dor, a dor patológica, não tem 

função fisiológica, mas é considerada mal adaptada, resultando de um 

funcionamento anormal do sistema nervoso. Um dos exemplos de dor patológica 

mais amplamente estudado é a dor neuropática (WOOLF, 2010). 

Segundo a definição clássica da Associação Internacional para o Estudo da 

Dor (IASP) de 1997, a dor neuropática consiste em um tipo de dor patológica 

persistente iniciada ou causada por uma lesão primária ou disfunção do sistema 

nervoso. Porém, com o acúmulo de conhecimento relacionado à fisiopatologia desta 

doença nos últimos anos foi proposta uma nova definição pela mesma entidade: 

“Dor surgindo como uma consequência direta de uma lesão ou doença afetando o 

sistema somatossensorial” (TREEDE et al., 2008). Neste caso, a resposta dolorosa 

perde sua capacidade protetora e adaptativa, e não mais funciona para recuperação 

e reparo de danos. Estima-se que cerca de 6 milhões de pessoas no mundo sofram 

com este tipo de dor que é comum em pacientes com diabetes, câncer, que 

sofreram lesão medular e esclerose múltipla (BUTERA, 2007). 

Diversas doenças ou traumas podem ser a origem da dor neuropática, desde 

desordens metabólicas até a utilização de quimioterápicos. As causas mais comuns 

associadas a um trauma consistem em dor fantasma, transecção de nervo, neuroma 
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pós-operatório e a síndrome de compressão vascular. Já as principais doenças 

associadas com a dor neuropática são o diabetes, carcinomas, AIDS e amiloidose. A 

utilização de quimioterápico como cisplatina e oxaliplatina também são responsáveis 

por produzirem injúria do nervo periférico e desencadear a dor neuropática (BARON 

et al., 2010). 

A dor neuropática consiste em uma doença multifatorial promovendo 

alterações que ocorrem na região da injúria, seja ela na periferia ou no sistema 

nervoso central (SNC), e em regiões do SNC que processam a informação 

conduzida pelos nervos lesionados. Pacientes com dor neuropática demonstram 

diferentes sintomas sensoriais que podem coexistir em diferentes combinações, os 

sintomas mais comuns são: as sensações espontâneas de dor como a dor 

superficial que proporciona a indesejável sensação de queimação, a alodínia 

mecânica e térmica que consiste na sensação de dor perante estímulos de mesma 

natureza que anteriormente não produziam dor, e a hiperalgesia (BARON, 2006). A 

análise dos sintomas nestes pacientes é fundamental para o diagnóstico adequado 

e, portanto, proporciona um direcionamento adequado do tratamento farmacológico 

(BARON, 2010) (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Definição dos sintomas clássicos manifestados por pacientes com 

dor neuropática (Adaptado de BARON, 2006). 
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Diversos mecanismos estão envolvidos na patogênese da dor neuropática. 

Ocorrendo a lesão do sistema nervoso periférico (SNP), quadro observado em 

doenças como na neuralgia pós-herpética e na neuropatia diabética, há alterações 

na região do nervo lesionado, no gânglio da raiz dorsal (DRG) e na medula espinhal 

que contribuem para os processos de sensibilização periférica e central (SCHOLZ & 

WOOLF, 2007). Recentemente tem-se reconhecido a importância do papel que o 

sistema imune exerce sobre as alterações mal adaptadas ocorridas tanto na periferia 

quanto no sistema nervoso central (SNC) (MOALEM & TRACEY, 2006; MILLIGAN & 

WATKINS, 2009). 

 

1.2 - FISIOPATOLOGIA DA DOR NEUROPÁTICA 

 

1.2.1- Reação inflamatória periférica 

 

A lesão em um nervo periférico é acompanhada do estabelecimento de uma 

resposta inflamatória localizada que promove a sua desmielinização e 

consequentemente a sua degeneração, processo conhecido por degeneração 

walleriana. Tem sido descrito recentemente a intensa participação de células 

inflamatórias neste processo, enfatizando principalmente o papel dos macrófagos 

(SCHOLZ & WOOLF, 2007). 

A resposta inflamatória que se segue à injúria do nervo periférico é uma 

resposta clássica com ativação de macrófagos residentes e células de Schwann 

presentes na área da lesão, proporcionando redução da barreira hematoneural e 

aumento da permeabilidade vascular. Inicialmente a liberação de mediadores como 

o fator de crescimento do nervo (NGF) e o leucotrieno B4 (LTB4) é responsável pelo 

recrutamento de neutrófilos (PERKINS & TRACEY, 2000), cujo papel principal é 

exercido nas primeiras 24 horas após o estabelecimento da lesão.  Outros 

mediadores inflamatórios importantes nesta etapa inicial de recrutamento celular são 

as quimiocinas como CCL2, CCL3 e CCL5, cujas ações proporcionam o 

recrutamento de monócitos e linfócitos T contribuindo, desta forma, para 

amplificação da resposta imunológica (OH et al., 2001). Destacam-se ainda a 

participação de outros mediadores como as citocinas pró-inflamatórias fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) e a interleucina 1 beta (IL-1β),  as metaloproteinases 
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(MMP) e os mediadores lipídicos como a prostaglandina E2, cujas liberações e ações 

são orquestradas principalmente por macrócagos e células de Schwann, 

proporcionando tanto a sensibilização das fibras sensoriais aferentes quanto a sua 

degeneração (CUNHA et al., 2005; SHUBAYEV et al., 2006).       

Os mediadores inflamatórios são os principais responsáveis pela conexão entre 

células do sistema imune e os neurônios lesionados no decorrer da resposta 

inflamatória. Mediadores como o TNF-α e a IL-1β produzidos por macrófagos 

ativados, por exemplo, sensibilizam os nociceptores aferentes primários e 

contribuem para manutenção do ambiente inflamatório sustentando o recrutamento 

celular, levando ao surgimento da dor. Da mesma forma, a liberação de IL-1β por 

macrófagos aumenta a liberação de NGF por células de Schwann cujo objetivo final 

é a promoção do crescimento axonal e a regeneração (LINDHOLM et al., 1987). 

Além disso, o NGF também é capaz de ativar e sensibilizar diretamente os 

nociceptores aferentes primários contribuindo também para o início da dor (MALIN et 

al., 2006). 

Esta comunicação entre células inflamatórias e neurônios sensoriais primários 

pode favorecer o crescimento do nervo através de um processo regenerativo, 

proporcionando uma adaptação à condição ou pode desencadear uma resposta mal 

adaptada disparando o desenvolvimento da dor crônica (SCHOLZ & WOOLF, 2007). 

Portanto, a distinção entre os sinais necessários para a regeneração do nervo 

lesionado dos que disparam a dor neuropática pode ser um caminho para o 

desenvolvimento de novos fármacos. 

1.2.2 - Alterações no gânglio da raiz dorsal (DRG): A sensibilização periférica 

 

A lesão nos aferentes primários de um nervo sensorial também produz 

mudanças na região onde se localizam os corpos celulares destes neurônios 

presentes no DRG. Nestes gânglios encontramos uma população de células imunes 

residentes, como macrófagos e linfócitos T, e células satélites da glia (SGC), que 

são ditas células gliais periféricas que circundam os neurônios. O estresse 

metabólico gerado pela lesão dos axônios promove a ativação dos neurônios 

presentes nos DRG e este liberam quimiocinas como a CCL2 e a fraquitalcina que 

promovem o recrutamento de macrófagos e linfócitos T para o DRG, aumentando a 

população destas células nesta região (WHITE et al., 2005; HU & MCLACHLAN, 
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2003). Além deste efeito sobre células imunes, estes mediadores também 

apresentam ações parácrinas em outros neurônios contribuindo para a 

sensibilização (WHITE et al., 2005).  

O estresse metabólico também aumenta a concentração de trifosfato de 

adenosina (ATP) no DRG, estes mediadores são liberados por neurônios e são 

fundamentais na fase inicial de resposta à injúria, assim como na manutenção das 

alterações mal adaptadas presentes na dor neuropática (INOUE, 2007). O ATP é o 

responsável pela ativação de célula satélites da glia, macrófagos residentes e, 

posteriormente, dos recrutados através da sua ligação aos receptores purinérgicos 

P2X7 presentes nestas células. Desta forma, a ativação dos receptores P2X7 conduz 

ao aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias, destacando-se o TNF-α e a 

IL-1β (ZHANG, 2007). 

 Assim como nos terminais periféricos lesionados, o TNF-α e a IL-1β exercem 

papéis fundamentais na interação centre células imunes e neurônios do DRG, 

contribuindo para sensibilização periférica que caracteriza as alterações neuronais 

mal adaptadas da dor neuropática (COSTIGAN et al, 2002; WOLF et al., 2006). A 

principal ação do TNF-α sobre os neurônios ocorre através da ativação do seu 

receptor expresso na membrana neuronal, o TNFR1, que promove a sensibilização 

de canais de sódio resistentes a tetrodoxina (TTX-S Na+) e o aumento da expressão 

do receptor de potencial transiente ativado por vanilóides do tipo 1 (TRPV1) (JIN & 

GEREAU, 2006; NICOL et al., 1997), contribuindo para o surgimento da 

hipersensibilidade mecânica e térmica. Além disso, animais deficientes para o 

receptor de IL-1β ou animais normais tratados com o antagonista endógeno do 

receptor de IL-1β apresentam redução no número de disparos ectópicos, 

representando inibição da dor espontânea (Figura 1). 

As alterações neuronais promovidas por mediadores inflamatórios no 

desenvolvimento da dor neuropática são responsáveis pela hipersensibilidade e 

atividade ectópica espontânea nas fibras nociceptivas C (fibras de pequeno diâmetro 

e não mielinizadas) e Aδ (fibras de médio diâmetro e mielinizadas). Estas alterações 

ocorrem devido ao aumento da expressão de receptores e canais iônicos que 

controlam a excitabilidade neuronal (BARON, 2006). Dentre as modificações 

responsáveis pelo aumento da excitabilidade neuronal após a injúria do nervo, 

destaca-se o aumento na expressão de canais de sódio dependentes de voltagem 
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do tipo 1.3 e 1.8 (Nav1.3 e Nav1.8, respectivamente) (WOOD et al., 2004). Danos 

aos nervos periféricos também proporcionam modificações quanto ao padrão de 

expressão de receptores como o TRPV1, cuja ativação é modulada por estímulos 

químicos e térmicos. Foi demonstrado em modelos experimentais que após a lesão 

parcial do nervo ciático há uma redução da expressão do TRPV1 em fibras aferentes 

lesionadas, porém aumento significativo na sua expressão nas fibras C e A não 

danificadas, contribuindo assim para a hipersensibilidade térmica (HUDSON et al., 

2001) (Figura 1).  

A ativação de receptores purinérgicos do tipo P2X na membrana neuronal 

também contribui para o desenvolvimento fisiopatológico da dor neuropática. A 

ativação dos receptores P2X2 e P2X3 é responsável pela a sensibilização de canais 

de Nav, principalmente Nav1.3 (CHEN et al., 2005, MO et al., 2011) (Figura 1). 

Recentemente outro receptor transiente tem tido o seu papel na 

sensibilização periférica após a injúria do nervo revelado, o TRPA1. A sensibilização 

deste receptor está relacionada com o estabelecimento da hipersensibilidade a 

estímulos mecânicos e térmicos, especificamente ao frio, após inflamação ou injúria 

do nervo (PETRUS et al, 2007). Adicionalmente, Obata e colaboradores (2005) 

mostraram aumento da expressão do receptor TRPA1 no DRG após lesão do nervo 

espinhal e esta alteração é fundamental para o desenvolvimento da 

hipersensibilidade ao frio.  

Portanto, as alterações até então mostradas no DRG demonstram a 

importância da comunicação entre células imunes e células neuronais, que 

contribuem para o processo de sensibilização periférica. Destas interações surgem 

as alterações mal adaptadas importantes para a manifestação dos sintomas tão 

frequentes nos pacientes que sofrem de dor neuropática como a alodínia, a 

hiperalgesia e disparos espontâneos de dor. 
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Figura 1: Mecanismo de sensibilização periférica em neurônios do DRG. Após a injúria do nervo o 

estresse metabólico inicia a ativação de células do sistema imune aumentando a produção de 

mediadores inflamatórios, cuja ação final é sensibilizar e aumentar a expressão de receptores e 

canais iônicos na membrana neuronal. 

 

1.2.3 - A sensibilização central  

 
O processo de sensibilização periférica observado no desenvolvimento e 

evolução da dor neuropática gera hiperexcitabilidade neuronal que é transmitida ao 

SNC. Modificações secundárias são observadas nos neurônios do corno dorsal da 

medula espinhal, local de transmissão da informação nociceptiva da periferia para o 

SNC. O fenômeno da hiperexcitabilidade neuronal também é evidente nestes 

neurônios após a injúria de um nervo periférico e alterações mal adaptadas são 

também observadas. Estas alterações fisiopatológicas no SNC que culminam na 

facilitação das sinapses consistem no processo de sensibilização central. 

A transmissão sináptica nociceptiva no corno dorsal da medula espinhal se dá 

através da liberação de glutamato pelos terminais pré-sinápticos das fibras 

nociceptoras, este ativa receptores do tipo AMPA e NMDA na membrana pós-

sináptica gerando potencial de ação nos neurônios de segunda ordem e 

promovendo a produção de prostaglandina E2 (PGE2) e óxido nítrico (NO) que atuam 
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na membrana pré-sináptica aumentando a liberação de mais glutamato e substância 

P (JI & WOOLF, 2001), sustentando, desta forma, a transmissão da informação 

nociceptiva. Durante o quadro de dor neuropática o processo de transmissão 

sináptica nociceptiva torna-se muito mais complexo, com a participação de células 

não neuronais como células da glia que contribuem para o processo de 

sensibilização central. 

As células componentes da glia (microglia, astrócitos e oligodendrócitos) 

atuam como células imunocompetentes no sistema nervoso central e a ativação 

destas constitui um componente essencial para a compreensão do desenvolvimento 

da neuropatia. O trauma em um nervo periférico produz mudanças sinápticas em 

neurônios do corno dorsal da medula espinhal promovendo hiperexcitabilidade 

neuronal. Estas mudanças envolvem aumento da liberação de neurotransmissores 

como glutamato, ATP e substância P. A liberação exacerbada de glutamato e ATP 

ocasiona ativação de receptores AMPA e P2X4, respectivamente, na membrana de 

microglia e astrócitos levando à ativação de vias de sinalização intracelular. Dentre 

essas vias destacam-se as das proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPK) 

(ERK, p38 e JNK) que aumentam a liberação de citocinas, como o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α) e interleucina 1β (IL-1β), e a de neurotrofinas (BDNF e NGF) 

(MILLIGAN & WATKINS, 2009). Estes mediadores atuam nos neurônios do corno 

dorsal da medula espinhal promovendo algumas alterações sinápticas. 

Recentemente tem sido relatado que as citocinas TNF-α e a IL-1β aumentam a 

excitabilidade neuronal e potencializam sinapses por aumentarem a condutividade 

de receptores AMPA e NMDA em estudos na medula espinhal (KAWASAKI et al., 

2008), enquanto que a neurotrofina BDNF é capaz de causar inversão de polaridade 

de correntes ativadas pelo neurotransmissor inibitório GABA em neurônios da lâmina 

espinhal (COULL et al., 2005). Ademais, citocinas promovem aumento na produção 

de PGE2 e NO que estão envolvidos na amplificação da excitabilidade de neurônios 

de projeção da dor (Figura 2). 

A microglia e os astrócitos exercem papel essencial na regulação da 

transmissão sináptica, pois são as células responsáveis pela depuração do 

neurotransmissor excitatório glutamato presente na fenda sináptica. Estas células 

expressam os transportador de glutamato do tipo 1 (GLT-1) e o transportador de 

glutamato e aspartato (GLAST) que depuram a maior parte do glutamato liberado na 
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fenda sináptica. Porém sob exposição prolongada ao glutamato (MILLIGAN & 

WATKINS, 2009) e ativação de proteínas quinases como a ERK (TAWFIK et al., 

2006), ocorre a internalização destes transportadores, contribuindo para a 

manutenção da sensibilização central. 

A transmissão sináptica nociceptiva também é modulada fisiologicamente por 

neurotransmissões inibitórias como as disparadas pela via inibitória descendente da 

dor. Os principais neurotransmissores envolvidos nesta via são o neurotransmissor 

inibitório ácido gama-aminobutírico (GABA) e noradrenalina. Outros sistemas 

também estão envolvidos como o sistema opióide, o sistema canabinóide e o 

sistema adenosinérgico (TAYLOR, 2009). A principal ação desta via consiste na 

redução da atividade dos neurônios de projeção, porém suas ações modulatórias 

sobre a transmissão sináptica também estão alteradas após o estabelecimento da 

dor neuropática. 

O sistema opióide se encontra alterado após o estabelecimento da dor 

neuropática. Seguindo a injúria de um nervo periférico observou-se redução na 

expressão do RNA mensageiro (mRNA) para o receptor µ opióide (MOR) nos 

neurônios lesionados do DRG e nos seus terminais centrais no corno dorsal da 

medula espinhal (KHONO et al., 2005). Da mesma forma, os efeitos inibitórios da 

norepinefrina através da ativação do receptor α2-adrenérgicos também estão 

suspensos após injúria do nervo periférico (RAHMAN et al., 2008). 

Desta forma, o desenvolvimento de hiperexcitabilidade neuronal em neurônios 

do corno dorsal da medula espinhal com facilitação sináptica, é desencadeado por 

ativação de células gliais e redução das vias de neurotransmissão inibitórias que 

regulam a transmissão sináptica. Todos estes eventos são responsáveis pela 

plasticidade sináptica mal adaptada que culmina no processo de sensibilização 

central durante a dor neuropática. 
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Figura 2: A interação entre neurônios e células gliais no estabelecimento da sensibilização central 

após a injúria de um nervo periférico. Na dor neuropática a plasticidade sináptica mal adaptada gera 

hiperexcitabilidade neuronal provocada por mecanismos complexos, envolvendo ativação de células 

gliais e perda da neurotransmissão inibitória. 

 

1.3 – TRATAMENTO DA DOR NEUROPÁTICA 

 

 Apesar de todos os avanços recentes na compreensão dos mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos nos diversos tipos de dor neuropática, o seu tratamento 

permanece um desafio para os clínicos. A primeira dificuldade resulta da 

heterogeneidade dos mecanismos de dor neuropática associada aos componentes 

psicológicos e emocionais envolvidos na dor crônica. Outro aspecto está relacionado 

à eficácia terapêutica dos agentes farmacológicos atualmente empregados. Estudos 

recentes têm mostrado que as terapias utilizadas são responsáveis entre 30% e 

50% de alívio da dor e este número é observado em apenas 50% dos pacientes 
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(BUTERA, 2007). Geralmente alívio mínimo de 30% da dor após tratamento 

farmacológico já é considerado significativo em pacientes portadores de dor 

neuropática (BARON et al., 2010). O alto índice de efeitos adversos consiste em 

outra dificuldade encontrada por clínicos para a escolha da terapia adequada. 

 As terapias farmacológicas atualmente empregadas no tratamento da dor 

neuropática estão baseadas na redução dos sintomas clínicos, apenas suprimindo a 

atividade neuronal sem proporcionar qualquer efeito sobre a modificação da doença. 

Dentre estas terapias, podemos citar: 

Á Ligantes de canais de c§lcio Ŭ2-ŭ: São fármacos de 1ª linha para o 

tratamento da dor neuropática, tendo como representantes a pregabalina e a 

gabapentina. Atuam inibindo canais de cálcio expressos nos terminais 

centrais dos nociceptores aferentes primários, inibindo a liberação de 

neurotransmissores. Os seus principais pontos negativos são o elevado custo 

do tratamento com estes fármacos, além de apresentarem eficácia parcial e 

proporcionarem efeitos adversos como tonteira, edema periférico e sedação 

(DWORKIN et al., 2007) 

Á Antidepressivos tricíclicos e Inibidores da recaptação de serotonina e 

noradrenalina: São fármacos comumente utilizados no tratamento de 

diversos tipos de dor neuropática. Atuam inibindo a recaptação de 

noradrenalina e serotonina, reforçando a via inibitória da dor. Como 

representantes desta classe têm-se a amitriptilina e a duloxetina. Apesar do 

tratamento com estes fármacos ser mais barato, apenas 40-60% dos 

pacientes respondem ao tratamento e a maioria destes experimentam ganho 

de peso e taquicardia (DWORKIN et al., 2007). 

Á Carbamazepina: Fármaco utilizado apenas em combinação com os fármacos 

de 1ª linha. Atua inibindo os canais de Na+
V. Principal problema seria a 

reduzida eficácia. 

Á Analgésicos Opióides: Fármacos utilizados em diversos tipos de dor 

neuropática. Atuam nas membranas pré e pós-sináptica inibindo a ativação 

neuronal. Apresentam eficácia reduzida devido à redução da expressão dos 

receptores MOR e, além disso, seu uso em longo prazo pode causar 

alterações imunológicas, dependência e síndrome de abstinência. 
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Á Fármacos para uso tópico: Capsaicina e lidocaína. São utilizados apenas 

quando se conhece o local da lesão do nervo. Proporcionam apenas alívio 

parcial dos sintomas e de curta duração. 

A ausência de alternativas terapêuticas altamente eficazes e seguras para o 

tratamento em longo prazo, como requer pacientes que sofrem com dor neuropática, 

tem impulsionado a busca por novos fármacos. Esta busca tem se baseado 

fundamentalmente em fármacos que controlem não apenas a atividade neuronal, 

mas que sejam eficazes também na modificação da doença atuando em alvos 

específicos das alterações neuro-inflamatórias que acompanham o desenvolvimento 

da doença. 

 

1.4 – DOR NEUROPÁTICA: NOVOS ALVOS TERAPÊUTICOS 

 

1.4.1 ï Citocinas Inflamatórias 

 

Analisando os mecanismos fisiopatológicos envolvidos no desenvolvimento e 

evolução da dor neuropática, constata-se o papel da resposta inflamatória como 

essencial para os processos de sensibilização periférica e central. Desta forma, 

surgem como alternativas terapêuticas inovadoras o controle da atividade de células 

que participam desta resposta na periferia (macrófagos, linfócitos T e células 

satélites da glia) e no SNC (células da glia) (SCHOLZ & WOOLF, 2007). A forma 

mais amplamente estudada de modulação da atividade destas células no contexto 

da dor neuropática consiste em controlar a produção de citocinas inflamatórias 

(MILLER et al., 2009). 

A inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias surge como principal 

alvo terapêutico no controle de células imunes e células da glia. Dentre estas 

citocinas, duas se destacam no desenvolvimento da dor neuropática: O TNF-α e a 

IL-1β. Os níveis destes mediadores pró-inflamatórios estão elevados tanto no SNP 

quanto no SNC após injúria do nervo ciático, bem como a expressão dos seus 

receptores (UCEYLER et al., 2007; SWEITZER et al.,1999; IGNATOWSKI et al., 

1999). Por exemplo, foi comprovado aumento da expressão dos receptores do TNF-

α TNFR1 e TNFR2 no DRG após lesão do nervo espinhal (SCHAFERS et al., 2003). 



31 

 

Além destas respostas em modelos experimentais, foi também observado aumento 

dos níveis séricos de TNF-α e IL-1β em pacientes com injúria da medula espinhal 

(DAVIES et al., 2007). A participação destes mediadores na dor neuropática envolve 

aumento da excitabilidade das fibras Aδ e C presentes no DRG e dos neurônios de 

projeção presentes no corno dorsal da medula espinhal (JIN & GEREAU, 2006; 

KAWASAKI et al., 2008). 

Algumas intervenções, farmacológicas ou de biologia molecular, foram 

avaliadas em modelos experimentais na tentativa de inibir as ações da citocinas pró-

inflamatórias e validá-las como alternativa terapêutica no tratamento da dor 

neuropática. A deleção da expressão gênica do receptor TNFR1 é responsável por 

redução do sintoma de alodínia mecânica em animais submetidos a um modelo de 

dor neuropática (CHEN et al., 2011). A mesma eficácia é obtida quando se trata 

animais submetidos à constrição crônica do nervo ciático (CCI) com o inibidor de 

TNF-α, a talidomida (GEORGE et al., 2000). Outras ferramentas farmacológicas 

também foram utilizadas para o tratamento da dor neuropática em modelos animais 

apresentando eficácia proeminente. Uma delas é o fármaco minociclina, um 

antibiótico derivado da tetraciclina e que ultrapassa a barreira hematoencefálica. A 

minociclina é conhecida também como um inibidor de microglia e astrócitos 

reduzindo a produção de TNF-α e IL-1β por estas células (MARCHAND et al., 2009). 

Outros moduladores eficazes são a propentofilina (metilxantina inibidora da ativação 

de astrócitos) e o etanercept (uma proteína fundida bloqueadora de TNF-α) 

(MARCHAND et al., 2009; TAWFIK et al., 2007). 

A produção de citocinas pró-inflamatórias por células imunes e células da glia 

envolve a participação de vias de sinalização intracelulares importantes e dentre 

estas se destaca a da MAPK p38. A MAPK p38 surgiu como um alvo inovador no 

tratamento da dor neuropática devido a sua participação fundamental na produção 

de TNF-α e IL-1β por células da glia no SNC. A via de sinalização da MAPK p38 

nestas células pode ser disparada por ativação de TLR ou receptores de citocinas 

promovendo aumento na expressão de enzimas (ex.: COX-2) e aumento na 

liberação das próprias citocinas (ex.: TNF-α e IL-1β) (KIM et al., 2007; JI & SUTER, 

2007), contribuindo para a manutenção de alterações sinápticas e da sensibilização 

central. Além disso, a injúria de um nervo aumenta em torno de 35% a ativação de 

p38 em neurônios do DRG (JIN et al., 2003), e a ativação desta proteína também é 
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fundamental para o aumento da expressão de TRPV1(JI et al., 2002). O inibidor de 

MAPK p38, SB203580, reduz a alodínia mecânica produzida por injúria do nervo 

espinhal (MILLIGAN et al., 2003). 

Outro composto planejado como inbidor de MAPK p38, o SB-681323 (Figura 

3), pertencente ao plantel da indústria farmacêutica GlaxoSmithKline, entrou no ano 

de 2009 para estudos de fase II para o tratamento da neuralgia pós-herpética e teve 

seus estudos concluídos. (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00390845?term=SB-

681323&rank=6, acessado em 20 de agosto de 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: SB-681323, inibidor de MAPK p38, em fase II para o tratamento de neuralgia pós-herpética. 

 

Além de controlar a produção de citocinas pró-inflamatórias, a modulação da 

produção de citocinas anti-inflamatórias também tem se mostrado uma excelente 

alternativa terapêutica. A principal citocina anti-inflamatória liberada por células 

imunes e células gliais é a interleucina 10 (IL-10) e o seu papel na dor neuropática 

está bem descrito. A administração intratecal desta citocina reverte a alodínia 

mecânica promovida por injúria do nervo ciático. Além disso, a terapia gênica com 

um plasmídeo contendo o gene para IL-10 também foi capaz de reverter a alodínia 

mecânica com efeito prolongado mesmo com apenas uma dose (WANG et al., 2012; 

MILLIGAN et al., 2006). Uma outra alternativa consiste em aumentar a produção 

endógena de IL-10 utilizando, por exemplo, o ibudilaste, um inibidor de 

fosfodiesterase 4 (PDE4) que aumenta a produção de IL-10 em células da glia ao 

aumentar os níveis intracelulares de AMPc (LEDEBOER et al., 2006). 

http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00390845?term=SB-681323&rank=6
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00390845?term=SB-681323&rank=6
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Portanto, a modulação da produção de citocinas pró e anti-inflamatórias tem 

sido validada nos modelos experimentais de dor neuropática como alternativa 

terapêutica inovadora para o tratamento da dor neuropática, impulsionando a 

descoberta de novos fármacos que atuem nestes sistemas. 

 

1.4.2 ï Receptores de potencial transitório (TRP) 

 

 Receptores de potencial transitório são canais catiônicos chaves envolvidos 

na transdução da informação sensorial. Eles foram identificados primeiramente em 

Drosophila Melanogaster como um fotorreceptor de ativação transitória, já que ele 

não apresentava resposta sustentada frente ao estímulo (luminosidade) (MONTELL 

& RUBIN, 1989). TRP expressos em neurônios de diversas espécies são 

responsáveis pela transmissão de diversos estímulos sensoriais como olfato, visão, 

paladar, sensação mecânica, sensação térmica e osmorregulação (CLAPHAM, 

2003). A relação destes receptores com a transmissão nociceptiva foi primeiro 

determinada a partir da identificação de que um dos seus representantes, o TRPV1, 

responde a estímulos nocivos térmicos e químicos. Desde então, diversos TRP têm 

sido caracterizados e sua expressão nos nociceptores conferem-lhes uma 

propriedade polimodal, visto que estes receptores respondem a estímulos químicos 

térmicos e mecânicos (CLAPHAM et al., 2003). Os subgrupos de TRP conhecidos 

são: TRPA, TRPC, TRPM, TRPP e TRPV. Dentre todos estes, os que exercem 

papel destacável na transmissão da resposta nociceptiva são TRPA1 e TRPV1. 

 TRPA1 é o único membro do subgrupo de receptor TRPA cuja característica 

estrutural é definida pela repetição de resíduos ankirinas no seu domínio N terminal. 

As repetições de ankirina são 33 motivos de aminoácidos que são encontrados em 

diversas proteínas mediando às interações proteína-proteína (STORY et al., 2003). 

Estes receptores estão expressos em uma população específica de fibras C que 

expressam o receptor do fator de crescimento do nervo (TrkA) e o receptor TRPV1 

(JORDT et al., 2004). Sua ação na condução de estímulos nocivos mecânicos e 

térmicos permanece controversa, porém está bem estabelecida a sua ativação por 

agentes irritantes causadores de dor e inflamação como alilisotiocianato (AITC), 

alicina e cinamaldeído (HINMAN et al., 2006; ANDRE et al., 2009). Além destes 
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ativadores, existem os ativadores endógenos que consistem de produtos de 

peroxidação lipídica como o 4-hidroxinonenal (4-HNE) e a prostaglandina J2 (15d-

PGJ2) (TREVISANI et al., 2007; CRUZ-ORENGO et al., 2008). A forma de ativação 

mais comum do TRPA1 por todos estes agentes se dá por modificação covalente de 

resíduos específicos de cisteína presentes no domínio N terminal, justamente nos 

resíduos de ankirina, porém há também outras formas de ativação que não por 

ligação covalente (HINMAN et al., 2006; RYCKMANS et al., 2011). 

 O papel do receptor TRPA1 na modulação nociceptiva já está relatado, porém 

apresenta controvérsias. Há trabalhos que mostram que a ativação de TRPA1 é 

fundamental para manifestação de alodínia ao frio e alodínia mecânica, porém isto 

permanece por ser melhor caracterizado (PETRUS et al., 2007; CASPANI & 

HEPPENSTALL, 2009). Alguns trabalhos mostram ainda que a deleção do receptor 

TRPA1 proporciona um déficit de sensação mecânica e de sensação ao frio em 

modelo de dor inflamatória, sendo a utilização do antagonista AP-18 também eficaz. 

Outro antagonista, o HC-030031, foi capaz de reduzir a hipersensibilidade mecânica 

induzida por lesão do nervo espinhal. A expressão destes receptores parece estar 

reduzida nos nervos lesionados na maioria dos modelos experimentais de dor 

neuropática, porém há aumento da sua expressão em nervos não lesionados 

(STAAF et al., 2009). O receptor TRPA1 também é expresso na medula espinhal e 

sua ativação nesta região produz um intrigante efeito analgésico (ANDERSON et al., 

2011). 

 O TRPV1 é um canal não seletivo para cátions, predominantemente expresso 

por nociceptores periféricos nas fibras C e Aδ, cuja ativação ocorre por diversos 

tipos de estímulos incluindo próton (pH<6,0), alta temperatura (> 43ºC), e estímulos 

químicos nocivos como o composto pungente capsaicina (CATERINA et al., 1997). 

Além destes tipos de estímulos, temos ligantes endógenos capazes de ativar o 

receptor como o endocanabinóide anandamida (ANA) (SMART et al., 2000). TRPV1 

pode ainda se inibido por ação do bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2) intracelular 

(CHUANG et al., 2001). Em um ambiente inflamatório há sensibilização destes 

canais por mediadores inflamatórios como a bradicinina, o NGF e a PGE2, por 

mecanismos dependentes de fosforilação do receptor através da ativação das 

proteínas quinases C e A (PKC e PKA, respectivamente), potencializando a ação do 

TRPV1. 
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 O envolvimento do receptor TRPV1 na modulação da resposta nociceptiva 

está bem caracterizado, participando não apenas da dor aguda, mas também dos 

estados de hipersensibilidade induzidos pela resposta inflamatória (CATERINA et 

al., 2000). Animais deficientes para este receptor apresentam reduzida sensibilidade 

a estímulos nocivos térmicos, bem como redução da hiperalgesia térmica associada 

com processo inflamatório (CATERINA et al., 2000). Após estímulo inflamatório, 

observa-se aumento na expressão do TRPV1 nos terminais periféricos e centrais 

das fibras C e Aδ do DRG, aumentando sua excitabilidade e, consequentemente, a 

sinalização glutamatérgica na medula espinhal. Da mesma forma, há aumento na 

expressão do TRPV1 em fibras não danificadas após a injúria do nervo periférico. 

Mediadores inflamatórios contribuem para este aumento por mecanismos 

dependentes da ativação da MAPK p38, como o TNF-α (HUDSON et al., 2001). O 

aumento da expressão deste receptor na medula espinhal parece não estar 

relacionado apenas com a hipersensibilidade térmica, mas também com a 

hipersensibilidade mecânica (KANAI et al., 2005).  

Corroborando estes dados, vários antagonistas do receptor TRPV1 foram 

desenvolvidos e suas eficácias comprovadas na redução da hipersensibilidade 

térmica de animais submetidos à injúria de um nervo periférico, como o AMG9810 e 

o LASSBio-881 (GAVVA et al., 2005; TRIBUTINO et al., 2010). Redução da 

hipersensibilidade mecânica também é observada com antagonistas TRPV1 que 

ultrapassam a barreira hematoencefálica (WATABIKI et al., 2011). Alguns destes 

antagonistas atingiram a fase de estudos clínicos, porém a manifestação de 

hipertermia levou a interrupção dos seus estudos (GUNTHORPE & CHIZH, 2009). A 

hipertermia surge como principal efeito adverso dos antagonistas TRPV1, devido à 

participação deste receptor no controle da temperatura corporal principalmente no 

hipotálamo (GAVVA et al., 2008). 

 Portanto, sendo TRPA1 e TRPV1 receptores chaves na condução da 

resposta nociceptiva tanto no SNP quanto SNC, uma vez comprovadoa suas 

participações no estabelecimento e evolução da dor neuropática, eles surgem como 

alvos terapêuticos importantes para o controle da resposta neuronal mal adaptadas 

nesta doença. 
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1.4.3 ï Receptores de Adenosina 

 

Adenosina é um nucleosídeo purínico envolvido nas respostas imunes, 

nociceptiva, locomotoras, cardiovasculares, sono e neuroproteção. As ações das 

enzimas metabolizadoras adenosina desaminase (ADA) e adenosina quinase (AK) 

são responsáveis por baixos níveis teciduais deste nucleosídeo, entretanto a 

concentração de adenosina tecidual aumenta principalmente em condições de 

estresse metabólico. A adenosina é o ligante de receptores metabotrópicos 

específicos (ARs), sendo identificados quatro subtipos: A1, A2A, A2B e A3, ou também 

ADORA1, ADORA2A, ADORA2B, ADORA3 (FREDHOLM et al., 2001). 

A ativação dos receptores A1 e A3 inibe a adenilato ciclase (AC) via proteína 

G i̗, resultando no aumento da atividade da fosfolipase C (PLC) via subunidade G g̡, 

enquanto A2A e A2B ativam a AC por meio da proteína Gαs. O receptor A2A pode 

ainda induzir a formação de inositol trifosfato (IP3). Todos os quatro subtipos podem 

ainda ativar MAPKs possibilitando os processos celulares de crescimento, 

diferenciação, sobrevivência e morte (JACOBSON & GAO, 2006). 

No contexto das respostas imune e nociceptiva destacam-se as vias de 

sinalização disparadas por ativação dos receptores A1 e A2A. O receptor A1 é 

altamente expresso nas fibras nociceptivas, tanto nos ramos periféricos quanto nos 

ramos centrais, em neurônios da medula espinhal, células imunes e outras células 

do organismo. A ativação destes receptores em neurônios nociceptivos periféricos 

produz analgesia por ativar canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP) e 

hiperpolalizarem estas células. Já nos ramos centrais destes neurônios a ativação 

do receptor A1 promove inibição do canal Cav e redução da liberação de glutamato 

(Figura 4). Desta forma, inibindo a liberação de neurotransmissores e reduzindo a 

ativação neuronal o receptor A1 produz-se um efeito analgésico. As ações do 

receptor A1 na modulação da resposta nociceptiva incluem a redução da alodínia 

mecânica e da hipersensibilidade térmica, bem como ações inibitórias sobre a dor 

espontânea em modelos de dor neuropática (LIMA et al., 2010; LYNCH et al., 2003). 

A redução da dor espontânea é um dos empecilhos ao desenvolvimento de 

fármacos para o tratamento da dor neuropática (BENNETT, 2012). 

 Moduladores do receptor A1 foram desenvolvidos e avaliados em modelo 

experimentais para o tratamento da dor neuropática. O agonista do receptor, CPA, 
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foi avaliado em modelo de injúria do nervo periférico mostrando excelente eficácia 

terapêutica. Porém o tratamento com CPA de animais sem lesão reduziu as suas 

sensibilidades térmica e mecânica (GONG et al., 2010). O modulador alostérico do 

receptor A1, T-62 (King Pharmaceutical®), atingiu a fase II de estudos clínicos para o 

tratamento da dor neuropática (JACOBSON & ZHANG-GUO, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Sinalização do receptor de adenosina A1 na transmissão sináptica no corno dorsal da 

medula espinhal. A ativação do receptor A1 promove inibição de VGCC e da liberação de glutamato 

pelos nociceptores aferentes primários, além de ativar canais KATP na membrana pós-sináptica. 

 

 O receptor A2A também é expresso em neurônios do DRG, porém ele é 

predominantemente expresso em células imune e células da glia, controlando a 

resposta nociceptiva através da modulação da produção de mediadores 

inflamatórios (SAWYNOK & LIU, 2003). A ativação do receptor A2A em células da 

glia reduz a produção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-1β, e em 
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contrapartida aumenta a produção da citocina anti-inflamatória IL-10, reduzindo a 

hipersensibilidade mecânica e térmica em modelos de dor neuropática (INOUE, 

2006). O que reforça a ideia deste receptor como alvo terapêutico para o tratamento 

da dor neuropática é o fato da sua expressão em microglia só ser observada 

mediante estímulo neuropático (ORR et al., 2007). Em concordância com estas 

observações, agonistas do receptor A2A foram avaliados em modelos de dor 

neuropática reduzindo as respostas de hipersensibilidade e até mesmo a dor 

contínua. Destaque para o efeito da administração intratecal dos agonistas ATL313 

e CGS21680 cuja eficácia após administração única produziu efeito duradouros 

sobre as hipersensibilidades mecânica e térmica (LEE et al., 1996; LORAM et al., 

2009). 

 Outro mecanismo de modulação das ações dos receptores de adenosina 

consiste na regulação dos níveis de adenosina. A forma mais estudada para 

aumentar a concentração extracelular de adenosina fundamenta-se na inibição da 

enzimas metabolizadoras, adenosina desaminase (ADA) e adenosina quinase (AK) 

(ZYLKA, 2011). O ABT-702, um inibidor de adenosina cinase, mostrou eficácia 

terapêutica em modelo de injúria do nervo ciático (SUZUKI et al., 2001). Outro 

exemplo é a propentofilina cuja ação moduladora sobre astrócitos e eficácia nos 

modelos de dor neuropática são mediadas por aumento na concetração extracelular 

de adenosina (SAWYNOK & LIU, 2003). 

 Modulando a atividade neuronal e imune, os receptores de adenosina se 

destacam como bons alvos terapêuticos no tratamento da dor neuropática, com 

eficácia já comprovada em modelos experimentais. Além disso, uma segurança 

maior tem sido obtida com compostos que aumentam os níveis extracelulares de 

adenosina devido à ausência de ativação ou inibição seletiva para os determinados 

subtipos, portanto reduzindo a probabilidade de efeitos adversos (ZYLKA, 2011). 

 

1.5 – OS DERIVADOS IMIDAZO[1,2-A]PIRIDÍNICOS 

 

 Lacerda e colaboradores planejaram uma série de derivados imidazo[1,2-

a]piridínicos com o objetivo de obter compostos inibidores duais de PGHS-2 

seletivos e MAPKp38, chamados simbióticos, visando o aumento da eficácia 

terapêutica e diminuição dos riscos  no tratamento de doenças inflamatórias 
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(LACERDA et al., 2009). Os derivados foram então avaliados em modelos de 

inflamação e dor, destacando-se LASSBio-1135 (Figura 5), com atividade 

antiedematogênica em modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina 

(Emax=47,6% e DE50=56,4µmol/Kg)  e anti-hiperalgésica em modelo de hiperalgesia 

térmica induzida por capsaicina, e LASSBio-1141 (Figura 5), com atividade 

antiedematogênica no mesmo modelo citado acima (Emax=64% e DE50=14,3μmol/Kg) 

e atividade anti-hiperalgésica também no modelo de hiperalgesia térmica induzida 

por capsaicina. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Derivados imidazo-piridínicos mais potentes e eficazes em modelos de triagem 

farmacológica para atividade anti-inflamatória e analgésica. 

 

Lima, durante sua dissertação de mestrado, mostrou que os derivados 

imidazo[1,2-a]piridínicos, LASSBio-1135 e LASSBio-1141, são capazes de inibir a 

hiperalgesia térmica induzida por carragenina, por LPS e por capsaicina, sendo 

LASSBio-1135 mais eficaz em reduzir a hiperalgesia induzida por capsaicina onde 

reverteu completamente a resposta.  

 LASSBio-1135 e LASSBio-1141 inibiram a migração de neutrófilos para o 

local da inflamação no modelo de hiperalgesia térmica induzida por carragenina, 

reduzindo a produção de TNF-α no tecido cutâneo lesionado. Além disso, o efeito 

sobre a produção desta citocina foi avaliado em cultura de macrófagos peritoneais 

de camundongos estimulados com LPS e ambos inibiram diretamente a produção de 

TNF-α. 
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 Apesar de apresentarem semelhanças estruturais, LASSBio-1135 e LASSBio-

1141 parecem apresentar mecanismos de ação distintos para as atividades 

observadas. Enquanto LASSBio-1135 foi capaz de inibir a COX-2 (CI50= 42,2μM) em 

modelo de sangue humano total (LACERDA et al., 2009) e tem se mostrado capaz 

de inibir a ativação e não a atividade (como o planejado) da MAPK p38 em 

macrófagos estimulados com LPS, LASSBio-1141 não se mostrou capaz de inibir 

nem a PGHS-2 nem a ativação ou atividade da MAPK p38. Entretanto, o mecanismo 

de ação de LASSBio-1141parece ser dependente da concentração extracelular de 

adenosina, já que suas atividades antiedematogênica e anti-hiperalgésicas são 

bloqueadas pela administração do antagonista não específico de receptores de 

adenosina, teofilina. Adicionalmnete, sua inibição sobre a produção de TNF-α e 

atividade anti-hiperalgésica são bloqueadas pela utilização de adenosina 

desaminase (ADA), uma ectonucleotidase responsável pela metabolização da 

adenosina.  

 A caracterização primária do perfil farmacológico de LASSBio-1135 e 

LASSBio-1141 sugere que estes compostos podem controlar a atividade de células 

imunes e a atividade neuronal resultando em efeitos analgésicos e anti-

hiperalgésicos. Portanto, com este perfil de ação amplo, estes derivados 

imidazo[1,2-a]piridínicos se apresentam como protótipos de fármacos úteis no 

tratamento da dor neuropática. 
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2 ï OBJETIVOS 

 

2.1 – OBJETIVO GERAL 

 

Considerando as ações anti-hiperalgésicas dos derivados imidazo[1,2-

a]piridínicos LASSBio-1135 e LASSBio-1141 e seus mecanismos de ação 

inovadores, constitui objetivo geral deste trabalho estudar a eficácia terapêutica e 

mecanismo de ação destes derivados em modelo de dor neuropática induzida por 

lesão parcial do nervo ciático. 

 

2.2 – OBJEITVOS ESPECÍFICOS 

 

Estudos de eficácia terapêutica 

Á Estudar o efeito terapêutico anti-hiperalgésico e anti-alodínico dos compostos 

LASSBio-1135 e LASSBio-1141, administrados por via oral, em modelos 

animais de dor neuropática produzida por lesão parcial do nevo ciático (PSL), 

utilizando estímulos térmicos e mecânicos; 

Á Utilizar este modelo para avaliar a eficácia temporal dos derivados, 

acompanhando a duração do efeito anti-hiperalgésico e anti-alodínicos após 

dose única,  

Á Avaliar possíveis efeitos deletérios sobre o SNC e SNP como alterações 

locomotoras e nas sensibilidades basais térmica e mecânica, após o 

tratamento oral com doses terapêuticas de LASSBio-1135 e LASSBio-1141. 

Á Realizar estudos curativos avaliando se os compostos permanecem efetivos 

após a interrupção do tratamento. 

 

Estudos de mecanismo de ação 

Á Quantificar a produção de citocinas pró-inflamatórias, IL-1β e TNF-α, e da 

citocina anti-inflamatória IL-10 em amostras de medula espinhal e DRG de 
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animais submetidos à lesão parcial do nervo ciático e tratados com LASSBio-

1135 e LASSBio-1141. 

Á Avaliar o estado de ativação de neurônios do DRG submetidos à lesão do 

nervo ciático e tratados com LASSBio-1135 e LASSBio-1141. 

Á Avaliar a participação de receptores TRPV1 e TRPA1 no mecanismo de ação 

de LASSBio-1135 realizando estudos eletrofisiológicos e de imageamento de 

cálcio. 

Á Avaliar a participação do sistema adenosinérgico no mecanismo de ação anti-

alodínico e anti-hiperalgésico de LASSBio-1141, estudando o envolvimento 

específico dos receptores A1 e A2A. 

Á Caracterizar o papel o papel dos receptores de adenosina, quantificar os 

níveis de AMPc em amostras de medula espinhal de animais submetidos à 

injúria do nervo ciático e tratados com LASSBio-1141. 

Á Avaliar a importância da IL-10 no mecanismo de ação de LASSBio-1141 para 

sua atividade anti-alodínica e anti-hiperalgésica nos animais submetidos à 

injúria do nervo ciático. 
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3 ï MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 – MATERIAIS 

 

3.1.1 ï Reagentes 

 

Alilisotiocianato (AITC) SIGMA 

AMG9810 TOCRIS 

Anticorpo anti-p38 fosforilada CELL SIGNALLING 

BIOTECHNOLOY 

 Anticorpo anti-p38      CELL SIGNALLING 

         BIOTECHNOLOGY 

 Anticorpo anti-IgG de coelho conjugado   AMERSHAM  

 com peroxidase      BIOSCIENCES 

Anticorpo policlonal anti-ATF-3    SANTA CRUZ  

BIOTECHNOLOGY 

 BCA Kit       SIGMA 

 AMPc EIA kit       CAYMAN CHEMICALS 

 Capsaicin       SIGMA 

 Cetamina       SYNTEC 

CGS-15943       TOCRIS 

Cloreto de Sódio      REAGEN 

Cloreto de potássio      REAGEN 

Colagenase tipo 1      SIGMA 
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Coquetel inibidor de protease    SIGMA 

Dispase       INVITROGEN 

DMSO       SIGMA 

DMEM       GIBCO 

8-Ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX)  SIGMA 

Estreptomicina      GIBCO 

FLIPR 5       MOLECULAR DEVICE 

Fosfato de Potássio Monobásico    REAGEN 

Fosfato de Potássio Bibásico    GRUPO QUÍMICA 

Fura-2        INVITROGEN 

Gabapentina       EMS 

Goma Arábica      SIGMA 

HBSS        GIBCO  

HEPES       GIBCO 

Mouse IL-10 ELISA Ready-SET-Go!   eBIOSCIENCE 

Ortovanadato de sódio     SIGMA 

Penicilina       GIBCO 

Kit de dosagem de IL-10     BD BIOSCIENCE 

Substrato quimioluminescente Supersignal  THERMO SCIENTIFIC 

Soro fetal bovino inativado     GIBCO 

SYBR Green Master Mix     APPLIED BIOSYSTEM 

Transcriptase reversa kit     INVITROGEN 

Tris-HCl       SIGMA 
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TRIzol        INVITROGEN 

Xilazin        SYNTEC 

LASSBio-1135 e LASSBio-1141 foram sintetizados, caracterizados e 

fornecidos conforme descristo por LACERDA et al. (2009) 

 

3.1.2 ï Soluções 

 

Á Solução tampão fosfato 
 

Fosfato de sódio monobásico    0,83 g  

Fosfato de sódio bibásico     1,8 g 

NaCl        8,0 g 

KCl        0,2 g 

Água mili-Q       q.s.p. 1,0 L 

O pH da solução deve ser ajustado para 7,4. 

 

Á Solução de goma arábica 5% 

 

Goma arábica      5 g 

Água destilada      q.s.p. 100 ml 

 

Á Tampão RIPA 

 

Cloreto de sódio      150 mM 

NP-40        1% 

Deoxicolato de sódio     0,5% 

Dodecil sulfato de sódio     0,1% 

Tris-HCl       50 mM 

 

Á Solução SES 

 

Cloreto de sódio      140 mM 
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Cloreto de potássio      5 mM 

Cloreto de cálcio      2 mM 

Cloreto de Magnésio     1 mM 

Glicose        10 mM 

HEPES       10 mM 

 

Á Tampão ND-96 

 

Cloreto de sódio      96 mM 

Cloreto de potássio      2 mM 

Cloreto de cálcio      1,8 mM 

Cloreto de Magnésio     1 mM 

HEPES       5 mM 

 

3.2 – ANIMAIS  

 

Neste trabalho foram utilizados camundongo suíços criados e mantidos no 

biotério da Faculdade de Farmácia, localizado no Centro de Ciências e Sáude (CCS) 

na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), e no biotério Central da 

Faculdade Medicina da Universidade de São Paulo (USP) pólo de Ribeirão Preto. 

Além destes animais, foram utilizados camundongos da linhagem C57-BL6 do 

laboratório Jackson nos Estados Unidos. Animais deficientes para IL-10 selvagem 

foram obtidos do biotério de animais transgênicos da Faculdade Medicina da 

Universidade de São Paulo (USP) pólo de Ribeirão Preto. Todos os animais tinham 

entre 7 e 9 semanas de vida e foram mantidos com livre acesso a água e comida, 

em condições de temperatura ambiente variando de 25 a 28 oC, com ciclo de claro e 

escuro de 12 horas. 

Todos os experimentos obedeceram aos princípios éticos da manipulação 

animal de acordo com as normas e princípios do uso de animais de experimentação 

em pesquisa, estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA), sendo aprovados pelo Comitê de Ética para utilização de animais de 

experimentação da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA-UFRJ), sob o 

número FARMÁCIA04.  
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3.3 – METODOLOGIAS 

 

3.3.1 ï Avaliação da eficácia terapêutica  

 

3.3.1.1 – Ligação Parcial do Nervo Ciático (PSL) (SELTZER et al., 1990) 

 

Camundongos suíços de ambos os sexos foram anestesiados usando uma 

solução contendo os anestésicos ketamina e xilazina por via intraperitoneal (100 

mg/Kg e 20 mg/Kg, respectivamente). Após 10 minutos foram avaliados parâmetros 

comportamentais que garantissem a anestesia e os animais foram submetidos à 

cirurgia para a exposição do nervo ciático da pata esquerda e a neuropatia induzida 

pela ligação de 1/3 a 1/2 da porção dorsal deste nervo com fio de sutura absorvível 

5-0 (Ethicom). Seguindo este procedimento foi realizada a sutura externa destes 

animais utilizando fio de sutura do tipo 5-0 (Ethicom). Os animais foram mantidos por 

5 dias em repouso até que se iniciassem as avaliações de sensibilidade térmica e 

mecânica, bem como o início dos tratamentos. Os animais correspondentes ao 

grupo controle passaram pelo procedimento cirúrgico com exposição do nervo 

ciático, porém não houve ligação deste, a este grupo foi atribuído a denominação 

sham. 

 

3.3.1.2 – Avaliação da alodínia mecânica 

 

 A avaliação da alodínia mecânica foi realizada utilizando o método descrito 

por Decosterd & Woolf (2000). Antes da cirurgia para ligação do nervo ciático os 

animais foram ambientados por 1 hora em caixas de acrílico por 3 dias, sendo 

submetidos no último dia à determinação do limiar mecânico de retirada utilizando os 

filamentos de Von Frey. Para tanto, foram aplicados sob a pata traseira esquerda 

uma força proporcionada por filamentos calibrados (filamentos de Von Frey) 

variando de 0,008 g até 2,0 g, cada filamento foi apresentado 5 vezes à pata dos 

animais em um intervalo de 60 s, iniciando pelo filamento correspondente a 0,6 g. O 

último filamento que obteve o maior número de respostas de retirada da pata foi 
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considerado o limiar mecânico. Animais com sensibilidades maiores que 2 g foram 

descartados do experimento. 

 Seguindo a cirurgia e o período de repouso, uma avaliação da alodínia foi realizada 

para a garantia do estabelecimento da dor neuropática e posteriormente os animais 

foram tratados com veículo (Goma arábica 5%), LASSBio-1135 e LASSBio-1141 (10 

µmol/Kg e 100 μmol/Kg, v.o.) ou gabapentina (100 mg/Kg, v.o.). O estímulo 

mecânico foi aplicado sobre a superfície cutânea plantar dos animais nos tempos de 

1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas após a administração do veículo ou compostos para a 

determinação do limiar mecânico. Após o primeiro dia de tratamento, os grupos 

foram tratados diariamente com doses únicas do veículo ou dos compostos por 7 

dias e a avaliação da alodínia mecânica realizada sempre 1 hora após o tratamento. 

Os dados de sensibilidade mecânica foram expressos em porcentagem de resposta 

anti-alodínica, calculada em relação ao limiar de retirada obtido no tempo 0 antes da 

cirurgia. 

 

3.3.1.3 – Avaliação da hiperalgesia térmica 

 

A avaliação da hiperalgesia térmica foi realizada utilizando o método descrito por 

Hargreaves et al. (1988). Antes da cirurgia para ligação do nervo ciático os animais 

foram ambientados por 1 hora em caixas de acrílico por 3 dias, sendo submetidos no 

último dia ao estímulo radiante térmico por duas vezes e selecionados aqueles cujo 

tempo de latência foi inferior a 20 s (t 0). Seguindo a cirurgia e o período de repouso, 

uma avaliação da hiperalgesia térmica foi realizada para a garantia do 

estabelecimento da dor neuropática e posteriormente os animais foram tratados com 

veículo (Goma arábica 5%), LASSBio-1135 e LASSBio-1141 (10 µmol/Kg e 100 

μmol/Kg, v.o.) ou Gabapentina (100 mg/Kg, v.o.). O estímulo radiante térmico foi 

aplicado sobre a superfície cutânea plantar dos animais nos tempos de 1, 2, 3, 4 e 6 

e 24 horas após a administração do veículo ou dos compostos para a determinação 

do tempo de latência. Após o primeiro dia de tratamento, os grupos foram tratados 

diariamente com doses únicas do veículo ou dos compostos por 7 dias e a avaliação 

da hiperalgesia térmica realizada sempre 1 hora após o tratamento. O delta (Δ) de 
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latência foi calculado subtraindo o tempo de latência obtido no tempo determinado 

do tempo de latência obtido antes da cirurgia (t 0). 

 

3.3.1.4 – Avaliação da sensibilidade térmica basal 

 

 A avaliação da sensibilidade térmica basal foi realizada utilizando o método 

descrito por Hargreaves et al. (1988). Animais normais sem lesão do nervo ciático 

foram ambientados por 1 hora em caixas de acrílico por 3 dias, sendo submetidos no 

último dia ao estímulo radiante térmico por duas vezes e selecionados aqueles cujo 

tempo de latência foi inferior a 20 s (t 0). Posteriormente, os animais foram tratados 

com veículo (Goma arábica 5%), LASSBio-1135 e LASSBio-1141 (100 μmol/Kg, 

v.o.). O estímulo radiante térmico foi aplicado sobre a superfície cutânea plantar dos 

animais nos tempos de 1, 2, 3, 4 e 6 após a administração do veículo ou dos 

compostos para a determinação do tempo de latência. 

 

3.3.1.5 – Avaliação da sensibilidade mecânica basal 

 

A avaliação da sensibilidade mecânica basal foi realizada utilizando o método 

descrito por Decosterd & Woolf (2000). Brevemente, animais normais sem lesão do 

nervo ciático foram ambientados por 1 hora em caixas de acrílico por 3 dias, sendo 

submetidos no último dia ao estímulo mecânico utilizando os filamentos de Von Frey 

para determinação do limiar mecânico (t 0). Animais com sensibilidade mecânica 

superior a 2,0 g foram descartados. A determinação do limiar mecânico ocorreu 

como explicado no item 3.3.1.5. Posteriormente, os animais foram tratados com 

veículo (Goma arábica 5%), LASSBio-1135 e LASSBio-1141 (100 μmol/Kg, v.o.). O 

estímulo mecânico com filamentos de Von Frey foi aplicado sobre a superfície 

cutânea plantar dos animais nos tempos de 1, 2, 3, 4 e 6 após a administração do 

veículo ou dos compostos para a determinação do limiar mecânico.  
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3.3.1.6 – Avaliação da capacidade locomotora 

 

A avaliação da capacidade locomotora dos animais foi realizada utilizando o 

equipamento rota-rod (Ugo Basile) conforme descrito por Wei et al. (1999). 

Camundongos suíços foram ambientados por 3 dias na plataforma para selecionar 

os animais que suportassem 120 s sob a plataforma no modo acelerado. No último 

dia de ambientação, os animais foram tratados com veículo, LASSBio-1135 (100 

μmol/Kg, v.o.) ou LASSBio-1141 (100 μmol/Kg, v.o.) e colocados sobre a plataforma 

por 1 hora e 3 horas após a administração para determinação do tempo de 

permanência sob a plataforma (Wei et al, 1999). 

 

3.3.1.7 – Determinação da expressão do RNA mensageiro (mRNA) das citocinas 

TNF-α e IL-1β por RT-PCR em tempo real. 

 

 Camundongos suíços submetidos à cirurgia para lesão parcial do nervo 

ciático ou não (sham) e tratados por 5 dias com o veículo ou os derivados LASSBio-

1135 (100 μmol/Kg, v.o.) e LASSBio-1141 (100 μmol/Kg, v.o.) foram sacrificados e a 

região da medula espinhal correspondente às vértebras lombares L4, L5 e L6 foi 

removida, sendo também isolados os DRG (3 por animal) relacionados a esta região 

da medula. Amostras de medula espinhal foram individualmente homogeneizadas 

em 1 mL de TRIzol®, enquanto que amostras de DRG foram agrupadas em grupos 

de 3 animais (9 DRG) para homogeneização como o mesmo volume de TRIzol®. A 

extração do RNA foi realizada de acordo com as instruções do kit (INVITROGEN). A 

pureza do RNA total foi medida com um espectrofotômetro e a taxa de absorção no 

comprimento de onda (260/280 nm) estava entre 1.8 e 2.0 para todas as amostras. 

A transcrição reversa para conversão do RNA total em cDNA foi realizada com uma 

reação de transcrição reversa segundo especificações do kit (ThermoScript Reverse 

Transcriptase, INVITROGEN). PCR em tempo real foi conduzido usando primers 

específicos para os genes murino de TNF-α, IL-1β e β-actina (gene controle). As 

reações foram realizadas no aparelho ABI Prism 7500 Sequence Detection System 

usando o sistema de fluorescência SYBR-green (APPLIED BIOSYSTEMS) para 

quantificação dos amplicons. RT-PCR foi realizado em um volume de reação de 20 
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µL e executado com aquecimento a 95ºC por 10 minutos, seguidos de 40 cilcos de 

94ºC por 1 minuto, 56ºC por 1 minuto e 72ºC por 2 minutos. A curva de melting foi 

realizada para garantir que somente um produto foi amplificado, sendo assim curvas 

com mais de um pico foram excluídas. Os dados foram analisados de acordo com o 

método 2-ΔCt descrito por LIVAK & SCHMITTGEN (2001) e foram expressos com 

relação a expressão do gene padrão β-actina. Os pares de primers seguem 

representados abaixo: 

TNF-α murino 

Forward: 5'-CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A-3' 

Reverse: 5'-TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC-3' 

IL-1β murino 

Forward: 5’-CTG TGT CTT TCC CGT GGA CC-3’ 

Reverse: 5’-CAG CTC ATA TGG GTC CGA CA-3’ 

Β-actina murino 

 Forward: 5'-AGA GGG AAA TCG TGC GTG AC-3' 

Reverse: 5'-CAA TAG TGA TGA CCT GGC CGT-3' 

 

3.3.1.8 – Avaliação do estado de ativação neuronal por Western Blot. 

 

Amostras de medula espinhal e DRG foram obtidas conforme relatado no item 

3.3.1.7. Amostras de medula espinhal foram homogeneizadas individualmente em 

500 µL de tampão RIPA, enquanto que amostras de DRG foram agrupadas em 

grupos de 3 animais (9 DRG)  e posteriormente homogeneizadas em 500 µL de 

tampão RIPA. A quantificação de proteínas foi realizada utilizando o kit BCA 

(SIGMA). Então, 30 µg de proteínas foram submetidas à separação por eletroforese 

em gel 10% SDS-PAGE e, posteriormente, transferidas para a membrana de 

nitrocelulose. A eficiência da transferência foi avaliada utilizando o corante Rouge de 

Ponceau. A membrana foi então incubada em tampão TBS (25mM Tris-HCl pH 7,6, 
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0,2M NaCl e 0,15% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado por 1 hora para o 

bloqueio de ligações não específicas. Após este período a membrana foi lavada por 

três vezes com TBS. A expressão do fator de transcrição ATF-3 foi avaliada por 

incubação da membrana por oito horas a temperatura ambiente com anticorpo de 

coelho anti-ATF-3 (1:1000), terminado este período ocorreram três lavagens com 

TBS, quando então se realizou a incubação com anticorpo secundário de cabra anti-

IgG de coelho conjugado com peroxidade (1:3000) por uma hora sendo a membrana 

lavada três vezes com TBS ao final do processo. Após as lavagens a expressão da 

proteína foi revelada utilizando reagentes de quimioluminescência (Supersignal, 

THERMO SCIENTIFIC) em filmes Kodak. 

 

3.3.2 ï Estudos do mecanismo de ação de LASSBio-1135 

 

3.3.2.1 – Investigação da participação do TRPV1: Estudos eletrofisiológicos em 

ovócitos de Xenopus Laevis. 

 

 Os estudos para investigação da ação de LASSBio-1135 sobre o receptor 

TRPV1 foi conduzido como descrito por TRIBUTINO et al. (2010). Sapos Xenopus 

Laevis fêmeas mantidas em ciclo claro e escuro de 12 h foram anestesiadas por 

imersão em solução de tricaina (0,75 g/L) suplementada com bicarbonato de sódio 

(3 g/L). Nos estágios V e VI do desenvolvimento, os ovócitos foram removidos 

cirurgicamente e colocados em banho de solução salina contendo cloreto de sódio 

(96 mM), cloreto de potássio (2 mM), cloreto de magnésio (5 mM) e HEPES (5 mM) 

em pH 7,6, e então tratados com colagenase (tipo 1, 0,8 mg/mL) para a remoção da 

membrana folicular. Ovócitos foram injetados, com um injetor de nanolitros, com 

aproximadamente 2,0 ng do cRNA correspondente ao TRPV1 de rato obtido usando 

o kit mMESSAGE mMACHINE T7 (AMBION). Ovócitos foram mantidos em tampão 

ND-96 suplementado com 40 mg/mL de gentamicina por 5 a 7dias até a realização 

das análises. 

 Para os registros eletrofisiológicos, os ovócitos foram colocados em pequenas 

câmaras sob perfusão contínua com ND-96 ao fluxo de aproximadamente 1mL/min. 

A mesma solução foi usada para diluir os compostos testes, exceto quando o pH 
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ácido foi aplicado. Para este caso, foi utilizada uma solução composta de: cloreto de 

sódio (96 mM), cloreto de potássio (2 mM), cloreto de magnésio (1 mM), cloreto de 

cálcio (0,1 mM) e acetato de sódio (5 mM), pH 5,5. Dois eletrodos de registros de 

voltage-clamp foram mantidos à temperatura ambiente (20-22 ºC) sob um potencial 

fixo de -60 mV, usando o Geneclamp 500 amplifier (AXON INSTRUMENTS). 

Eletrodos foram mantidos em um puxador horizontal (P-97, SUTTER) para atingir 

uma resistência final de 0,6 – 1,2 MΩ e foram preenchidos com solução de KCl 3 M. 

Registros foram digitalizados utilizando um conversor MacLab A/D (AD 

INSTRUMENTS) à 100 Hz e digitalmente filtrados à 2 Hz. Soluções estoques dos 

compostos foram preparadas em etanol (capsaicina) ou DMSO (LASSBIo-1135) e 

então diluída em ND-96 imediatamente antes do experimento, para que as 

concentrações finais de etanol ou DMSO não ultrapassem 0,1% e 0,2%, 

respectivamente. As soluções foram trocadas utilizando uma válvula controladora 

solenoide (AUTOMATE SCIENTIFIC INC.) e foram aplicadas em pulsos de 45 

segundos. Cada pulso de LASSBio-1135 em associação com outros agentes foi 

precedido por LASSBio-1135 sozinho, na mesma concentração, para permitir o 

equilíbrio. 

 

3.3.2.2 – Investigação da participação do receptor TRPA1: Estudos de imageamento 

de cálcio em células HEK-293. 

 

Células HEK-293 estáveis contendo a sequência de DNA corespondente ao 

gene do receptor TRPA1 humano foram induzidas a expressar o receptor após 

incubação por 24 horas com doxiciclina 200 nM. Posteriormente, estas células foram 

lavadas com DMEM e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos, procedimento 

realizado duas vezes. Após esta etapa, as células foram ressuspendidas em DMEM 

e plaqueadas em placas de 384 poços na concentração de 20.000 células por poço 

e incubadas para adesão à superfície da placa por 24h até o estudo de 

imageamento de cálcio. 

Para os estudos de imageamento de cálcio, as células foram incubadas por 1 

hora com 20 µL do corante FLIPR 5 (MOLECULAR DEVICE). Após este período 

elas foram submetidas ao imageamento de cálcio utilizando o equipamento para 

leitura de fluorescência Hamamatsu Functional Drug Screeening 700 
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(HAMAMATSU). A linha de base foi obtida no primeiro minuto de registro, quando 

então se adicionou o agonista do receptor TRPA1, o AITC ou LASSBio-1135, e a 

leitura da fluorescênica obtida por excitação dual a 340 nm e 380 nm e detecção da 

emissão a 510 nm por 5 minutos. Para o experimento com o antagonista os 

compostos foram incubados por 10 minutos antes da adição do agonista. A 

determinação da potência de LASSBio-1135 , isto é da sua CE50, foi realizada 

através da abtenção de uma curva concentração-resposta construída utilizando o 

programa Graph Pad Prism versão 5.0. 

 

3.3.2.3 - Investigação da participação do canal de Cav2.2: Estudos de imageamento 

de cálcio em células HEK-293. 

 

. Células HEK-293 estavelmente expressando o canal de Cav2.2 foram 

ressuspendidas em DMEM e plaqueadas em placas de 384 poços na concentração 

de 20.000 células por poço e incubadas para adesão à superfície da placa por 24h 

até o estudo de imageamento de cálcio. Para os estudos de imageamento de cálcio, 

as células foram incubadas por 1 hora com 20 µL do corante FLIPR 5 (MOLECULAR 

DEVICE), após este período elas foram então submetidas ao imageamento de cálcio 

utilizando o equipamento para leitura de fluorescência Hamamatsu Functional Drug 

Screeening 700 (HAMAMATSU). A linha de base foi obtida no primeiro minuto de 

registro, quando então se adicionou o ativador do canal Cav2.2, o KCl (30 µM), e a 

leitura da fluorecênica obtida por excitação dual a 340 nm e 380 nm e detecção da 

emissão a 510 nm por 5 minutos. Para o experimento com o antagonista, os 

compostos foram incubados por 10 minutos antes da adição do agonista.  

 

3.3.2.4 – Efeito sobre a ativação de neurônios do DRG: Estudo de imageamento de 

cálcio em equipamento de triagem farmacológica de alta eficiênica. 

 

 Primeiramente foi obtida uma cultura de neurônios do DRG. Para isto, 

camundongos da linhagem C57BL6 foram submetidos à laminectomia e os DRG 

expostos e removidos para obtenção dos neurônios. Os gânglios foram incubados 

em HBSS (37°C, 5% CO2 por 90 min) contendo colagenase (1 mg/mL) e dispase (5 



55 

 

mg/mL). Os gânglio foram então lavados e incubados em 5 mL de PBS contendo 

tripsina (2,5 mg/mL) por 30 minutos a 37°C. DRG foram homogeneizados em 

solução HANK’s para a formação de uma suspensão de células que é disposta no 

topo de 4 mL de solução de BSA. Esta bicamada foi centrifugada (500 g, 20°C) e o 

sobrenadante é removido, o pellet de células foi então ressuspendido em NBM 

contendo fatores de crescimento de nervo e os antibióticos penicilina e 

esteptomicina. Após esta etapa, as células foram plaqueadas em placas de 384 

poços na concentração de 2.000 células por poço e incubadas para adesão à 

superfície da placa por 24 h. 

 Para os estudos de imageamento de cálcio, as células foram incubadas por 1 

hora com 20 µL do corante FLIPR 5 (MOLECULAR DEVICE). Após este período 

elas foram então submetidas ao imageamento de cálcio utilizando o equipamento 

para leitura de fluorescência Hamamatsu Functional Drug Screeening 700 

(HAMAMATSU). A linha de base foi obtida no primeiro minuto de registro, quando 

então se adicionou o agonista TRPV1, a capsaicina (1 µM), ou LASSBio-1135 (10 

µM) e a leitura da fluorecênica obtida por excitação dual a 340 nm e 380 nm e 

detecção da emissão a 510 nm por 5 minutos. Para avaliar o bloqueio do receptor 

TRPV1, o composto LASSBio-1135 (10 µM) foi adicionado e 10 minutos após foi 

adicionado a capsaicina (1 µM). 

 

3.3.2.5 - Efeito sobre a ativação de neurônios do DRG: Estudo de imageamento de 

cálcio por microscopia confocal dinâmica. 

 

A cultura de neurônios do DRG foi obtida conforme explicado no item 3.3.2.4. 

Previamente, 50 µL de uma solução de laminina em HBSS (5 µg/mL) foi adicionada 

em placas de vidro e mantida por três horas para permitir a aderência das células. A 

cultura de neurônios do DRG em NBM (1 mL) foi plaqueada em placas de vidro e 

mantida por 24 h para análise no microscópio de fluorescência. Após 24 h, as 

células foram previamente incubadas com o corante Fura-2 (2 µM) por 1 hora a 37 

ºC em sala escura e então lavadas com tampão SES e mantidas neste tampão para 

análise microscópica. Um sistema de perfusão foi utilizado para perfundir a solução 

de capsaicina (1 µM), para lavagem com tampão SES e para perfundir com KCl (40 

mM). LASSBio-1135 (10 µM) foi adicionado inicialmente à cultura de células  e 
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mantido até o início da perfusão com capsaicina. O meio contendo as células foi 

monitorado por excitação sequencial dual a 340 nm e 380 nm e emissão a 510 nm. 

As imagens raciométricas foram adiquiridas a cada 4 s usando um microscópio 

Nikon Eclipse Ti (NIKON). 

 

3.3.2.6 – Investigação de efeitos adversos: Hipertermia 

 

 A ação de LASSBio-1135 sobre a regulação da temperatura corporal foi 

avaliada em animais submetidos à injúria parcial do nervo ciático, conforme descrito 

no item 3.3.1.1, e tratados com LASSBio-1135 (100 µmol/Kg, v.o.). A temperatura 

retal de camundongos suíços foi obtida usando um termômetro digital (sensibilidade 

de 0,1 ºC) antes da cirurgia, após o período de repouso, e sempre 1 hora após o 

tratamento com LASSBio-1135. O resultado foi expresso como delta (Δ) de 

temperatura, calculado subtraindo a leitura de temperatura no tempo determinado do 

valor obtido antes da cirurgia. 

 

3.3.3 ï Estudos do mecanismo de ação de LASSBio-1141 

 

3.3.3.1 – Investigação da participação do sistema adenosinérgico: Modulação 

farmacológica no modelo de PSL. 

 

 Para investigar a participação do sistema adenosinérgico no mecanismo de 

ação de LASSBio-1141, foram usadas ferramentas farmacológicas como 

administração de antagonistas do receptor A1 e A2A. 

 Para esta caracterização foram utilizados camundongos suíços submetidos à 

cirurgia para ligação parcial do nervo ciático como descrito no item 3.3.1.1. A 

investigação foi conduzida utilizando apenas o estímulo mecânico, visto que as 

modulações tanto do receptor A1 quanto do receptor A2A apresentam os mesmos 

efeitos sobre as sensibilidades térmica e mecânica. Assim, todo o procedimento de 
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avaliação da sensibilidade mecânica foi procedido conforme descrito no item 3.3.1.3. 

Para avaliação da participação do receptor A1 foi administrado o antagonista DPCPX 

por via intraperitoneal (100 mg/Kg) juntamente com LASSBio-1141 (100 µmol/Kg, 

v.o.) 1 hora antes das avaliações; ou DPCPX por via intratecal (10 µg/ 10 µL) 

juntamente com LASSBio-1141 (100 µmol/Kg, v.o.) 1 hora antes das avaliações. 

Para investigação do papel do receptor A2A no mecanismo de ação de LASSBio-

1141 foi administrado o antagonista do receptor, CGS15943, por via intraperitoneal 

(5 mg/Kg) juntamente com LASSBio-1141 (100 µmol/Kg, v.o.) 1 hora antes das 

avaliações. Para este último grupo de animais os dados de sensibilidade mecânica 

foram expressos em porcentagem de resposta anti-alodínica, calculada em relação 

ao limiar de retirada obtido no tempo 0 antes da cirurgia. 

 

3.3.3.2 – Investigação da modulação do AMPc: Dosagem em amostras de medula 

espinhal. 

 

Camundongos suíços submetidos à cirurgia para ligação parcial do nervo 

ciático como descrito no item 3.3.1.1, foram tratados como LASSBio-1141 (100 

µmol/Kg, v.o.) por 5 dias após o período de repouso para o estabelecimento da 

neuropatia. Então, os animais foram sacrificados e a região da medula espinhal 

correspondente às vértebras lombares L4, L5 e L6 foi removida. Estas amostras 

foram homogeneizadas (30 mg/mL) em solução de ácido tricloroacético (TCA) 5% e, 

posteriormente o TCA foi removido por lavagem da solução com éter saturado por 

três vezes. Após a última lavagem a solução foi imersa em banho à 70 ºC para 

eliminar o éter residual por 5 minutos. O extrato final foi então submetido à dosagem 

de AMPc por ensaio imunoenzimático utilizando o kit AMPc EIA.  

 

3.3.3.3 – Investigação do envolvimento de IL-10: Estudos em animais deficiente. 

 

 Para investigar o papel da IL-10 no mecanismo de ação de LASSBio-1141 

foram utilizados camundongos deficientes para esta citocina submetidos à cirurgia 
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para lesão parcial do nervo ciático conforme descrito no item 3.3.1.1. Após o período 

de repouso, os grupos experimentais foram tratados com veículo ou LASSBio-1141 

(100 µmol/Kg, v.o.) e 1 hora após a avaliação da alodínia mecânica foi realizada 

como descrito em detalhes no item 3.3.1.3. 

 

3.3.3.4 – Investigação do envolvimento de IL-10: Dosagem de IL-10 em amostras de 

DRG e medula espinhal. 

 

 Camundongos suíços submetidos à cirurgia para ligação parcial do nervo 

ciático como descrito no item 3.3.1.1, foram tratados como LASSBio-1141 (100 

µmol/Kg, v.o.) por 5 dias após o período de repouso para o estabelecimento da 

neuropatia. Então, os animais foram sacrificados e a região da medula espinhal 

correspondente às vértebras lombares L4, L5 e L6 foi removida, sendo também 

isolados os DRG (3 por animal) relacionados a esta região da medula. Amostras de 

medula espinhal foram individualmente homogeneizadas em 500 µL de PBS 

contendo coquetel inibidor de protease, enquanto que amostras de DRG foram 

agrupadas em grupos de 3 animais (9 DRG por grupo) para homogeneização com o 

mesmo volume de PBS. Após este procedimento, as amostras foram submetidas à 

dosagem de IL-10 por ensaio imunoenzimático usando o kit ELISA Ready-SET-Go! 

seguindo as recomendações do fabricante. Também foram dosadas as proteínas 

dessas amostras utilizando o kit BCA, para que o resultado final fosse expresso por 

quantidade de proteínas. 

 

3.3.4 ï Análises estatísticas 

  

As análises estatísticas entre os grupos experimentais foram realizadas 

utilizando o teste para análise de variância (ANOVA One Way) seguido pelos testes 

para múltiplas comparações Bonferroni ou Dunnet. Todos os testes foram realizados 

para um nível de significância de p<0,05. Os resultados foram expressos em média 

± erro padrão da média utilizando o programa GraphPad Prism v 5.0. 
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4 ï RESULTADOS 

 

4.1 – ESTUDOS DE EFICÁCIA TERAPÊUTICA 

 

4.1.1 ï LASSBio-1135 e LASSBio-1141 reduzem a alodínia mecânica induzida 

por PSL. 

 

 A eficácia anti-alodínica mecânica de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 no 

modelo de injúria parcial do nervo ciático foi avaliada utilizando os filamentos de Von 

Frey. Os compostos foram administrados por via oral nas doses de 10 µmol/Kg e 

100 µmol/Kg, 5 dias após a cirurgia, e a eficácia anti-alodínica temporal então 

avaliada. Conforme ilustrado nas figuras 6A e 6B, o tratamento com LASSBio-1135 

em ambas as doses não foi eficaz em reduzir a resposta alodínica após a primeira 

dosagem, enquanto que o tratamento realizado com LASSBio-1141 mostrou uma 

eficácia dependente da dose. O tratamento com LASSBio-1141 na dose de 100 

µmol/Kg mostrou uma eficácia prolongada com redução da alodínia mecânica por 24 

horas após administração de apenas  1 dose, porém com eficácia terapêutica maior 

nas primeiras 4 horas, onde os animais atingiram o limiar de sensibilidade mecânica 

dos animais sem lesão do nervo ciático (figura 6B). 
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Figura 6: Efeito anti-alodínico mecânico temporal dos derivados imidazo-piridínicos no modelo de 

lesão parcial do nervo ciático (PSL). A) Eficácia terapêutica de LASSBio-1135; B) Eficácia terapêutica 

de LASSBio-1141. Os compostos LASSBio foram administrados em suspensão de goma arábica 5%, 

nas doses de 10 µmol/Kg e 100 μmol/Kg por via oral no 5º dia pós cirurgia, e a gabapentina foi 

administrada na dose de 100 mg/Kg por via oral. n= 6 animais, *p<0,05 quando comparado ao grupo 

veículo, teste ANOVA One-Way. 

 

 O efeito terapêutico de doses diárias de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 

administrados por via oral nas mesmas doses mencionadas também foi avaliado. 

Para isto, doses únicas de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 foram administradas por 

7 dias e avaliação da sensibilidade mecânica foi realizada sempre 1 hora após a 

administração. Como mostrado nas figuras 7A e 7B, ambos os compostos 

mostraram eficácia terapêutica dependente da dose, sendo a dose de 100 µmol/Kg a 

A) 

B) 
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de maior eficácia. LASSBio-1135 se destacou, mas não mais que LASSBio-1141, já 

que a partir da terceira dosagem (7º dia) ele apresenta eficácia anti-alodínica 1 hora 

após sua administração o que não foi observado após a sua primeira dosagem no 5º 

dia (figura 7A). 
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Figura 7: Efeito anti-alodínico diário dos derivados imidazo-piridínicos no modelo lesão parcial do 

nervo ciático (PSL). A) Eficácia terapêutica de LASSBio-1135; B) Eficácia terapêutica de LASSBio-

1141. Os compostos LASSBio foram administrados em suspensão de goma arábica 5%, nas doses 

de 10 µmol/Kg e 100 μmol/Kg por via oral no 5º dia pós cirurgia, e a gabapentina foi administrada na 

dose de 100 mg/Kg por via oral. A avaliação da hipersensibilidade mecânica foi realizada uma hora 

após a administração de veículo ou dos compostos. n= 6 animais, *p<0,05 quando comparado ao 

grupo veículo, teste ANOVA One-Way. 

A) 

B) 



62 

 

 

4.1.2 - LASSBio-1135 e LASSBio-1141 reduzem a hiperalgesia térmica induzida 

por PSL. 

 

A eficácia anti-hiperalgésica térmica de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 no 

modelo de injúria parcial do nervo ciático foi avaliada utilizando um estímulo radiante 

térmico aplicado sobre a superfície plantar. Os compostos foram administrados por 

via oral, apenas na dose 100 µmol/Kg, já que a dose de 10 µmol/Kg não foi eficaz na 

alodínia mecânica. Como observado na alodínia mecânica, o tratamento com 

LASSBio-1135 não foi eficaz em reduzir a resposta hiperalgésica após a primeira 

dosagem, enquanto que o tratamento realizado com LASSBio-1141 mostrou-se 

eficaz. O tratamento com LASSBio-1141 na dose de 100 µmol/Kg apresentou uma 

eficácia prolongada inibindo a hiperalgesia térmica por 24 hora após administração 

de apenas  1 dose, porém com eficácia terapêutica maior nas primeiras 4 horas 

(figura 8A). O tratamento com este derivado apresentou efeito anti-hiperalgésico 

superior ao do fármaco de referência gabapentina, visto que seu efeito dura apenas 

3 horas. 
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Figura 8: Efeito anti-hiperalgésico térmico temporal dos derivados imidazo-piridínicos no modelo de 

lesão parcial do nervo ciático (PSL). A) Eficácia terapêutica de LASSBio-1135; B) Eficácia terapêutica 

de LASSBio-1141. Os compostos LASSBio foram administrados em suspensão de goma arábica 5%, 

na dose 100 μmol/Kg por via oral no 5º dia pós cirurgia, e a gabapentina foi administrada na dose de 

100 mg/Kg por via oral. n= 6 animais, *p<0,05 quando comparado ao grupo veículo, teste ANOVA 

One-Way. 

 

 Da mesma forma, o efeito de doses diárias de LASSBio-1135 e LASSBio-

1141 administrados por via oral na dose de 100 µmol/Kg também foi avaliado. Para 

isto, doses únicas de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 foram administradas por 7 

dias e avaliação da sensibilidade mecânica foi realizada sempre 1 hora após a 

A) 

B) 
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administração. Como mostrado nas figuras 9A e 9B, ambos os compostos 

mostraram eficácia na dose de 100 µmol/Kg. De forma similar ao perfil de ação 

apresentado na alodínia mecânica, LASSBio-1135 apresentou eficácia anti-

hiperalgésica a partir da terceira dosagem (7º dia) já 1 hora após sua administração 

o que não foi observado após a sua primeira dosagem no 5º dia (figura 9A). Em 

contraponto, LASSBio-1141 apresentou eficácia desde a primeira dosagem, 

mantendo-a pelos 7 dias de tratamento. Além disso seu efeito anti-hiperalgésico foi 

semelhante ao efeito observado para a gabapentina, onde a sensibilidade térmica se 

igualou àquela observada para os animais sem injúria do nervo ciático (Sham) 

(figura 9B). 
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Figura 9: Efeito anti-hiperalgésico térmico diário dos derivados imidazo-piridínicos no modelo lesão 

parcial do nervo ciático (PSL). A) Eficácia terapêutica de LASSBio-1135; B) Eficácia terapêutica de 

LASSBio-1141. Os compostos LASSBio foram administrados em suspensão de goma arábica 5%, na 

A) 

B) 
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dose 100 μmol/Kg por via oral no 5º dia pós cirurgia, e a gabapentina foi administrada na dose de 100 

mg/Kg por via oral. A avaliação da hipersensibilidade térmica foi realizada uma hora após a 

administração de veículo ou dos compostos. n= 6 animais, *p<0,05 quando comparado ao grupo 

veículo, teste ANOVA One-Way. 

 

4.1.3 ï Efeito de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 sobre as sensibilidades 

térmica e mecânica basais de camundongos. 

 

 LASSBio-1135 e LASSBio-1141 apresentaram efeitos sobre as 

hipersensibilidades térmica e mecânica em animais submetidos à injúria do nervo 

ciático, em alguns casos, reduzindo-as ao nível dos animais sham operados. 

Portanto, decidimos investigar se estes derivados poderiam interferir com as 

sensibilidades térmica e mecânica basais de camundongos sem injúria. Desta forma, 

os compostos LASSBio-1135 e LASSBio-1141 foram administrados em 

camundongos suíços normais por via oral na dose de 100 µmol/Kg, que é a dose 

mais eficaz nos modelos já mostrados, e as sensibilidades térmicas e mecânicas 

foram avaliadas nas horas subsequentes. Como mostrado nas figuras 10A e 10B, 

LASSBio-1135 e LASSBio-1141 não alteraram significativamente a responsividade 

dos animais à estímulos térmicos ou mecânicos. 
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Figura 10: LASSBio-1135 e LASSBio-1141 não alteram as sensibilidades térmica e mecânica basais 

de animais sadios. A) Efeito sobre a sensibilidade térmica; B) Efeito sobre a sensibilidade mecânica. 

Os compostos LASSBio foram administrados em suspensão de goma arábica 5%, na dose de 100 

μmol/Kg por via oral. n= 6 animais, teste ANOVA One-Way. 

 

4.1.4 ï Efeito de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 sobre a atividade locomotora 

de animais sadios. 

 

 Alguns compostos analgésicos, como os opióides, produzem efeito sedativo 

afetando a atividade locomotora de animais sadios. Decidiu-se investigar se a 

administração da dose terapêutica de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 era capaz 

A) 

B) 
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promover alterações locomotoras em camundongos sadios. LASSBio-1135 e 

LASSBio-1141 foram administrados por via oral na dose de 100 µmol/Kg e a 

atividade locomotora dos animais foi avaliada 1 hora e 3 horas após a administração 

no rota-rod. Nenhum dos compostos produziram qualquer alteração locomotora nos 

animais nas duas horas avaliadas (figura 11). 
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Figura 11: LASSBio-1135 e LASSBio-1141 não alteram a atividade locomotora de animais sadios. Os 

compostos LASSBio foram administrados em suspensão de goma arábica 5%, na dose de 100 

μmol/Kg por via oral. n= 6 animais, teste ANOVA One-Way. 

 

4.1.5 ï Efeito de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 sobre a expressão de citocinas 

induzida por PSL. 

 

 A lesão parcial do nervo ciático proporciona os fenômenos de sensibilização 

periférica e central, para os quais contribuem as citocinas pró-inflamatórias TNF-α e 

IL-1β. Portanto, avaliamos se o tratamento com LASSBio-1135 e LASSBio-1141 na 

dose de 100 µmol/Kg por via oral seria capaz de reduzir a expressão do RNA 

mensageiro das citocinas TNF-α e IL-1β em amostras de DRG e medula espinhal de 

animais submetidos à PSL. 
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 LASSBio-1135 e LASSBio-1141 reduziram a expressão do RNA mensageiro 

de TNF-α e IL-1β tanto em amostras de DRG (figuras 12A e 12B, respectivamente) 

quanto em amostras de medula espinhal (figuras 13A e 13B, respectivamente). 

Ambas as reduções foram significativas, com níveis de expressão semelhantes aos 

níveis basais obtidos nos animais sem injúria. 
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Figura 12: LASSBio-1135 e LASSBio-1141 reduzem a expressão do mRNA de TNFα e IL-1β no DRG 

de animais submetidos à PSL. A) Efeito dos derivados sobre a expressão de TNF-α B) Efeito dos 

derivaos sobre a expressão de IL-1β.Os compostos LASSBio foram administrados em suspensão de 

goma arábica 5%, na dose de 100 μmol/Kg por via oral. Após 5 dias de tratamento amostras de DRG 

foram removidas para análise por RT-PCR. n= 3-4 animais, *p<0,05 quando comparado ao grupo 

veículo, teste ANOVA One-Way. 
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Figura 13: LASSBio-1135 e LASSBio-1141 reduzem a expressão do mRNA de TNFα e IL-1β na 

medula espinhal de animais submetidos à PSL. A) Efeito dos derivados sobre a expressão de TNF-α 

B) Efeito dos derivaos sobre a expressão de IL-1β.Os compostos LASSBio foram administrados em 

suspensão de goma arábica 5%, na dose de 100 μmol/Kg por via oral. Após 5 dias de tratamento 

A) B) 

A) B) 
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amostras de medula espinhal foram removidas para análise por RT-PCR. n= 3-4 animais, *p<0,05 

quando comparado ao grupo veículo, teste ANOVA One-Way.  

 

4.1.6 ï Efeito de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 sobre o estado de ativação de 

neurônios do DRG. 

 

 Após a injúria do nervo ciático diversos fatores são ativados em neurônios do 

DRG em resposta ao estresse metabólico, dentre eles o fator ativador de transcrição 

3 (ATF-3) (TSUJINO et al., 2000). ATF-3 está envolvido no aumento da expressão 

de alguns receptores envolvido no fenômeno de sensibilização periférica (TSUJINO 

et al., 2000; HY et al., 2008). Desta forma, decidimos avaliar se o tratamento de 

animais submetidos à injúria do nervo ciático com LASSBio-1135 e LASSBio-1141 

(100 µmol/Kg, v.o.) reduziria a expressão de ATF-3, como marcador do estado de 

ativação neuronal. A análise da expressão de ATF-3 por western blot mostrou que o 

tratamento com LASSBio-1135 e LASSBio-1141 reduziu a expressão de ATF-3 em 

neurônios do DRG, após 5 dias de tratamento com os derivados (figura 14). 

Destacamos a atividade de LASSBio-1141 que reduziu a expressão ao nível dos 

animais sham operados. 

 

 

Figura 14: O tratamento com LASSBio-1135 e LASSBio-1141 reduzem a expressão de ATF-3 no 

DRG de animais submetidos à PSL. Os compostos LASSBio foram administrados em suspensão de 

goma arábica 5%, na dose de 100 μmol/Kg por via oral. Após 5 dias de tratamento amostras de DRG 

foram removidas e homegeneizadas para análise por western blot. n= 3 amostras. 
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4.1.7 ï Eficácia terpêutica de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 após a 

interrupção do tratamento. 

 

 O tratamento com os derivados LASSBio-1135 e LASSBio-1141 reduziram a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias e o estado de ativação neurônios do DRG 

em animais submetidos à injúria do nervo ciático. Estes dados apontam para a 

reversão do quadro neuropático, que pode ser definitiva. Portanto, investigamos a 

capacidade destes derivados apresentarem eficácia anti-hiperalgésica mesmo após 

a interrupção do tratamento. O tratamento foi iniciado 5 dias após a cirurgia e 

interrompido no 9º dia, com manuntenção das medidas de hipersensibilidade 

térmica. LASSBio-1135 e LASSBio-1141 (100 µmol/Kg, v.o.), apresentaram eficácia 

prolonganda reduzindo a hiperalgesia térmica mesmo após a interrupção do 

tratamento, com destaque para LASSBio-1141 que continuou reduzindo a 

hiperalgesia térmica por no mínimo 5 dias adicionais (figura 15). 
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Figura 15: LASSBio-1135 e LASSBio-1141 apresentam atividade anti-hiperalgésica no modelo de 

hipernocicepção térmica induzida por lesão parcial do nervo ciático após a interrupção do tratamento. 

Os compostos LASSBio foram administrados em suspensão de goma arábica 5%, na dose de 100 

μmol/Kg por via oral e após 5 dias de tratamento (9ºdia), este foi interrompido. n= 5-7 animais; 

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle, teste Anova One-Way. 
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4.2 – ESTUDOS DO MECANISMO DE AÇÃO DE LASSBIO-1135 

 

4.2.1 ï Efeito de LASSBio-1135 sobre o receptor TRPV1 

 

 LASSBio-1135 foi eficaz em reduzir a hiperalgesia térmica em diversos 

modelos de inflamação e dor, especialmente no modelo de hiperalgesia induzida por 

capsaicina onde ele inibiu completamente a hipersensibilidade térmica. Sabendo que 

o receptor TRPV1 é ativado por capsaicina e por estímulo térmico, decidimos 

investigar se LASSBio-1135 é capaz de inibir  este receptor. Para isto, realizamos 

estudos eletrofisiológicos em ovócitos de Xenopus Laevis expressando o receptor 

TRPV1 de ratos. Os ovócitos foram perfundidos com LASSBio-1135 (50 µM) quando 

se adicionou capsaicina (CAP) (1 µM) e observou-se uma redução nas correntes 

induzidas por capsaicina de cerca de 80% (figura 16A). Foi realizada a curva 

concentração-resposta para o antagonismo do receptor TRPV1 com determinação 

da potência inibitória (CI50) que é igual a 588 nM (figura 16B). 
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Figura 16: LASSBio-1135 antagoniza o receptor TRPV1, inibindo as correntes induzidas por 

capsaicina em ovócitos de Xenopus Laevis. A) Registro representativo da inibição de LASSBio-1135 

sobre corrente estimulada por 1 µM de capsaicina. B) Curva concentração-resposta para LASSBio-

1135. n= 5-8 registros, curva concentração-resposta determinada usando o programa Graph Pad 

Prism versão 5.0. 

 

A) B) 
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 Procurando caracterizar o tipo de antagonismo apresentado por LASSBio-

1135, foi realizado um protocolo experimental com determinação da curva contração 

resposta e da CE50 para capsaicina sozinha e para a capsaicina na presença de 

LASSBio-1135 (5 µM). Capsaicina apresentou uma CE50 igual a 374 nM e efeito 

máximo igual 100%. Já na presença de LASSBio-1135 (5 µM) houve um pequeno 

deslocamento para a direita com ligeiro aumento na CE50 (470 nM), porém o efeito 

máximo obtido para capsaicina foi apenas igual a 58,9% (figura 17). Desta forma, 

LASSBio-1135 se apresenta com um antagonista não competitivo do receptor 

TRPV1, já que a capsaicina não produz seu efeito máximo sobre a ativação de 

TRPV1 na presença deste derivado. 
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Figura 17: LASSBio-1135 é um antagonista não competitivo do receptor TRPV1. Curva 

concentração-resposta de capsaicina foi determinada na ausência e na presença de 5μM de 

LASSBio-1135 em ovócitos de Xenopus Laevis expressando o receptor TRPV1 de ratos. n= 6- 10 

registros, curva concentração-resposta determinada usando o programa Graph Pad Prism versão 5.0.  

 

 LASSBio-1135 (50 µM) também inibiu a ativação do receptor TRPV1 em 

ovócitos de Xenopus Laevis quando se usou como estímulo o pH ácido (pH 5,5). 

LASSBio-1135 inibiu em 45% as correntes induzidas pelo pH 5.5 (figura 18). 
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Figura 18: LASSBio-1135 bloqueia as correntes estimuladas por pH ácido em ovócitos de Xenopus 

Laevis expressando o receptor TRPV1. Ovócitos foram perfundidos previamente com LASSBio-1135 

(50 µM) e então perfundidos com solução tampão pH 5,5. n= 8 registros, *p<0,05 e ***p<0,001 

quando comparados ao grupo controle, teste ANOVA One-Way. 

 

4.2.2 ï Efeito de LASSBio-1135 sobre o receptor TRPA1 

 

 Buscando avaliar a seletividade de ação de LASSBio-1135 para o receptor 

TRPV1 e considerando o seu efeito anti-alodínico mecânico, avaliamos o efeito 

deste composto sobre outro receptor transiente, o TRPA1. Utilizando células HEK-

293 estavelmente expressando o receptor TRPA1 humano, avaliamos se LASSBio-

1135 também inibiria este receptor realizando estudos de imageamento de cálcio. 

Surpreendentemente, ao adicionar LASSBio-1135 (10 µM e 30 µM) houve ativação 

do influxo de cálcio nas células HEK-293 semelhante à observada para o agonista 

do TRPA1 AITC (30 µM) (figura 19A). Este influxo de cálcio é comandado por 

ativação do TRPA1, já que a incubação prévia com o antagonista do receptor AP-18 

(30 µM) bloqueou parcialmente o efeito de LASSBio-1135 (figura 19B). 
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Figura 19: LASSBio-1135 promove o influxo de cálcio em células HEK-293 expressando o receptor 

TRPA1 humano. A) AITC e LASSBio-1135 promovem o influxo de cálcio em células HEK-293 

expressando o receptor TRPA1 humano. B) AITC e LASSBio-1135 têm os seus efeito bloqueados 

parcialmente pelo antagonista do receptor TRPA1 AP-18. AP-18 foi adicionado à cultura de células 10 

minutos antes da adição dos agonistas. n= 4-6 experimentos; *p<0,05, ***p<0,001 quando 

comparados ao grupo tampão, teste ANOVA One Way. 

 

 A curva concentração-resposta de LASSBio-1135 foi construída possibilitando 

a determinação da sua potência agonista com CE50 igual a 29,8 µM (figura 20), na 

mesma ordem de grandeza da CE50 obtida para o agonista AITC (13,2 µM) (dados 

não mostrados). 
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Figura 20: LASSBio-1135 provoca o influxo de Ca
2+

 em células HEK-293 expressando o TRPA1 

humano de forma concentração dependente. n= 3-5 experimentos, curva concentração-resposta 

determinada usando o programa Graph Pad Prism versão 5.0 

 

4.2.3 ï Efeito de LASSBIo-1135 sobre a ativação de neurônios do DRG 

 

 LASSBIo-1135 apresentou efeito antagonista sobre o receptor TRPV1, porém 

efeito agonista sobre o receptor TRPA1. Portanto, decidimos verificar como estaria a 

ativação de neurônios do DRG frente ao LASSBio-1135 através do imageamento de 

cálcio. Primeiramente foi avaliada a capacidade de LASSBio-1135 em produzir ou 

inibir o influxo de cálcio no equipamento de triagem farmacológica de alta eficiência. 

LASSBio-1135 (10 µM) produziu influxo de cálcio em neurônios do DRG, assim 

como a capsaicina (1 µM). Porém, a pré incubação das células com LASSBio-1135 

(10 µM) por 5 minutos seguido da adição capsaicina (1 µM) causou uma redução no 

influxo de cálcio (figura 21). 

 O efeito de LASSBio-1135 sobre o influxo de cálcio foi também avaliado por 

microscopia confocal dinâmica para possibilitar um estudo mais eficiente sobre os 

tipos de células neuronais que respondem ao composto. LASSBio-1135 foi avaliado 

na concentração de 10 µM e promoveu um influxo de cálcio em 35 % da células 

responsivas ao KCl (controle de ativação total) (figura 22; tabela 2). A adição de 

capsaicina sozinha à cultura de neurônios do DRG promoveu uma ativação de 42% 

das células (figura 23, tabela 3), porém a adição prévia de LASSBio-1135 reduziu o 

número de células responsivas à capsaicina para 11,9% (figura 22; tabela 2). 
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Figura 21: LASSBio-1135 evoca o influxo de cálcio em neurônios do DRG, todavia inibe o influxo de 

cálcio estimulado por capsaicina. n= 3 experimentos, *p<0,05 quando comparado aos grupos 

capsaicina e LASSBio-1135, teste ANOVA One-Way. 

 

 

Figura 22: Figura representativa do imageamento de cálcio realizado para LASSBio-1135 em cultura 

de neurônios do DRG. 
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Tabela 2: Número de células neuronais responsivas aos estímulos promotores de 

influxo de cálcio LASSBio-1135 (10 µM) e capsaicina (1 µM) em análise de 

microscopia dinâmica. 

 LASSBio-1135 Capsaicina KCl 

Número de células  15 5 42 

% de células  35 11,9 - 

 

N=2 experimentos. 

 

 

Figura 23: Figura representativa do imageamento de cálcio realizado para capsaicina em cultura de 

neurônios do DRG. 
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Tabela 3: Número de células neuronais responsivas ao estímulo promotor de influxo 

de cálcio Capsaicina (1 µM) em análise de microscopia dinâmica. 

 Capsaicina KCl 

Número de células  36 85 

% de células  42 - 

 

N= 2 experimentos 

 

 A análise raciométrica dos dados permitiu a avaliação de que LASSBio-1135 

a 10 µM reduz em 42% o influxo de cálcio promovido por capsaicina (figura 24A) e 

que esta inibição é realizada apenas em células neuronais de pequeno a médio 

diâmetro (equivalente à 20 µm), correspondente ao tamanho das células que 

expressam os receptores TRPV1 e/ou TRPA1(Figura 24B).  
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Figura 24: LASSBio-1135 reduz o influxo de cálcio produzido por capsaicina em células de pequeno 

à médio diâmetro. A) Análise raciométrica de experimentos realizados em microscópio confocal 

dinâmico. B) Avaliação do tamanho dos neurônios responsivos à capsaicina e ao LASSBio-1135. n= 

50-85 células em dois experimentos; * p<0,05 quando comparado ao grupo capsaicina sozinha, teste 

ANOVA One-Way. 
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4.2.4 ï Efeito de LASSBio-1135 sobre canais de cálcio dependente de voltagem 

 

 A atividade de LASSBio-1135 sobre os receptores TRPV1 e TRPA1 instigou a 

investigação de outros alvos que estariam envolvidos no controle da atividade 

neuronal e na dor neuropática, como o canal de Cav2.2. Na elucidação deste efeito, 

foram utilizadas células HEK-293 estavelmente expressando este canal e realizando 

estudos de imageamento de cálcio. LASSBio-1135 não inibiu o influxo de cálcio 

promovido por KCl em células HEK-293 expressando o canal Cav2.2, como fez o 

inibidor CdCl2 (figura 25). 
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Figura 25: LASSBio-1135 10 µM não inibe influxo de cálcio promovido pela ativação de canais de 

Cav2.2 expresso em células HEK-293. LASSBio-1135 e o CdCl2 foram previamente incubados por 5 

minutos com as células, antes da adição de KCl.n= 3 experimentos, *p<0,05 quando comparado ao 

grupo HBSS + KCl, ANOVA One-Way. 

 

 

4.2.5 ï Efeito de LASSBio-1135 sobre a temperatura corporal dos animais. 
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 O efeito adverso mais comum para antagonistas clássicos do receptor TRPV1 

é a indução de hipertermia. Portanto, investigamos se o tratamento de animais 

submetidos à PSL com LASSBio-1135 na dose de 100 µmol/Kg produziria aumento 

da temperatura corporal dos animais. Durante 5 dias, sempre 1 hora após a 

administração de LASSBio-1135 a temperatura retal dos animais foi avaliada 

utilizando um termômetro digital e não observamos qualquer alteração 

estatisticamente significativa na temperatura (figura 26). 
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Figura 26: LASSBio-1135 não produz hipertermia em animais submetidos à PSL. LASSBio-1135 ou 

veículo foram administrados e 1 hora após foi medida a temperatura retal. n= 6 animais, teste ANOVA 

One-Way.  

 

4.3 – ESTUDOS DO MECANISMO DE AÇÃO DE LASSBIO-1141. 

 

4.3.1 ï Modulação do sistema adenosinérgico no efeito anti alodínico de 

LASSBio-1141. 

 

 LASSBio-1141 foi previamente caracterizado como um modulador do sistema 

adenosinérgico, já que seu efeitos anti-inflamatórios foram dependentes da 

concentração extracelular de adenosina. Portanto, decidimos investigar se os efeitos 

observados para LASSBio-1141 no modelo de dor neuropática envolviam a 
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participação do mesmo sistema. Sabe-se que os receptores de adenosina são 

majoritariamente expressos tanto na medula espinhal quanto no DRG são os 

receptores A1 e A2A.  

Desta forma, foi investigada a participação da ativação do receptor A1 no 

mecanismo de ação anti-alodínico apresentado por LASSBio-1141 no modelo de 

injúria induzida por PSL. O antagonista A1 DPCPX (10 mg/Kg, i.p.) foi administrado 

junto com LASSBio-1141 (100 µmol/Kg, v.o.) no 5º dia após a cirurgia e a 

hipersensiblidade mecânica dos animais foi avaliada. DPCPX bloqueou 

completamente a eficácia anti-alodínica de LASSBio-1141 no primeiro dia de 

tratamento (figura 27). 

 

 

Figura 27: Antagonista A1 bloqueia o efeito anti-alodínico de LASSBio-1141 em animais submetidos à 

lesão parcial do nervo ciático. O composto LASSBio foi administrados em suspensão de goma 

arábica 5%, na dose de 100μmol/Kg por via oral no 5º dia após a cirurgia, juntamente com  DPCPX 

(10mg/Kg ; i.p). , n= 5-6 animais; *p<0,05 quando comparado ao grupo veículo, teste Anova One-

Way. 

 

 O receptor A1 é altamente expresso em neurônios do corno dorsal da medula 

espinhal e muitos moduladores deste receptor apresentam analgesia por 

mecanismos centrais. Assim, investigamos se o efeito alodínico de LASSBio-1141 

envolvia a modulação dos receptores A1 no SNC administrando o DPCPX por via 
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intratecal. A eficácia anti-alodínica de LASSBio-1141 (100 µmol/Kg, v.o) foi também 

completamente bloqueada pela administração de DPCPX (10 µg, i.t.) (figura 28). 
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Figura 28: Efeito anti-alodínico de LASSBio-1141 em animais submetidos à lesão parcial do nervo 

ciático envolve a modulação de receptores A1 no SNC. O composto LASSBio foi administrados em 

suspensão de goma arábica 5%, na dose de 100μmol/Kg por via oral no 5º dia após a cirurgia, 

juntamente com  DPCPX (10 µg/ 10 µL ; i.t.). , n= 5-6 animais; *p<0,05 quando comparado ao grupo 

veículo, teste ANOVA One-Way. 

 

 A modulação de receptores A1 somente não justificaria o efeito de LASSBio-

1141 observado sobre a produção de citocinas e a sua eficácia anti-alodínica 

prolongada após a interrupção do tratamento. Estes efeitos são típicos de ativação 

de receptor A2A em células da glia. Sabendo que LASSBio-1141 apresenta efeito 

anti-inflamatório modulando a concentração extracelular de adenosina, seria 

possível que este nucleosídeo ativasse ambos os receptores para produzir a eficácia 

anti-alodínica de LASSBio-1141. Portanto, para confirmar esta hipótese 

administramos diariamente uma dose única do antagonista A2A CGS15943 (5 mg/Kg, 

i.p.) juntamente com LASSBio-1141(100 µmol/Kg, v.o). Conforme mostra a figura 29, 

no primeiro dia de tratamento houve reversão apenas parcial do efeito anti-alodínico 

de LASSBio-1141. Porém, a partir do terceiro dia de tratamento (7º dia após a 

cirugia) houve bloqueio total do efeito de LASSBio-1141 (figura 30). 
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Figura 29: Antagonista A2A bloqueia parcialmente o efeito anti-alodínico de LASSBio-1141após a 

primeira dose. O composto LASSBio foi administrados em suspensão de goma arábica 5%, na dose 

de 100 μmol/Kg por via oral no 5º dia após a cirurgia, juntamente com  CGS15943 (5 mg/Kg; i.p.). , n= 

6 animais; *p<0,05 quando comparado ao grupo veículo, teste ANOVA One-Way. 
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Figura 30: Antagonista A2A bloqueia o efeito anti-alodínico de LASSBio-1141. O composto LASSBio 

foi administrados em suspensão de goma arábica 5%, na dose de 100 μmol/Kg por via oral no 5º dia 

após a cirurgia, juntamente com  CGS15943 (5 mg/Kg; i.p.). A avaliação da sensibilidade mecânica 

foi realizada sempre 1 hora após a administração dos compostos. n= 6 animais; *p<0,05 quando 

comparado ao grupo veículo, teste ANOVA One-Way. 
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4.3.2- Efeito de LASSBio-1141 sobre a produção de IL-10 

 

 Agonistas do receptor A2A apresentam eficácia prolongada e reduzem a 

produção de citocinas pró-inflamatórias por induzirem a produção da citocina anti-

inflamatória IL-10 por células da glia. LASSBio-1141 apresentou seus efeitos anti-

alodínicos mediados por ativação do receptor A2A e desta forma, decidimos 

investigar se também haveria aumento da produção de IL-10 na medula espinhal de 

animais tratados com o composto. O tratamento de camundongos submetidos à PSL 

com LASSBio-1141 (100 µmol/Kg, v.o) promoveu um aumento da produção de IL-10 

na medula espinhal (figura 31). A injúria do nervo ciático não produz qualquer 

alteração na produção de IL-10 na medula espinhal quando comparamos os animais 

sham com os animais tratados com veículo. 
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Figura 31: Tratamento com LASSBio-1141 aumenta a produção de IL-10 no corno dorsal da medula 

espinha de animais submetidos ao PSL. LASSBio-1141 foi administrado em suspensão de goma 

arábica 5% na dose de 100 μmol/Kg por via oral e após 5 dias de tratamento os animais foram 

sacrificados para a dosagem da citocina por ELISA. n= 4-5 animais; *p<0,05; teste ANOVA One-Way.  
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 Para avaliar a importância da modulação de IL-10 para o mecanismo de ação 

de LASSBio-1141, submetemos animais deficientes para IL-10 à cirurgia para injúria 

parcial do nervo ciático e ao tratamento com LASSBio-1141 (100 µmol/Kg, v.o.). O 

efeito anti-alodinico de LASSBio-1141 foi revertido parcialmente após a 

administração da primeira dose (figura 32), efeito semelhante ao observado com o 

antagonista A2A. O tratamento prolongado com LASSBio-1141 não apresentou 

nenhum efeito anti-alodínico após 6 dias de tratamento (figura 33). 
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Figura 32: Efeito anti-alodínico temporal de LASSBio-1141 em camundongos deficiente para IL-10 

submetidos à lesão parcial do nervo ciático. O composto LASSBio foi administrado 1 vez ao dia em 

suspensão de goma arábica 5%, na dose de 100μmol/Kg por via oral a partir do 5º dia pós cirurgia. 

n= 5-6 animais; *p<0,05, teste ANOVA One-Way. 
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Figura 33: Efeito anti-alodínico de LASSBio-1141 em camundongos deficiente para IL-10 submetidos 

à lesão parcial do nervo ciático. O composto LASSBio foi administrado 1 vez ao dia em suspensão de 

goma arábica 5%, na dose de 100μmol/Kg por via oral a partir 5º dia pós cirurgia. n= 5-6 animais; 

*p<0,05, teste ANOVA One-Way,. 

 

4.3.3 ï Efeito de LASSBio-1141 sobre os níveis de AMPc na medula espinhal. 

 

 LASSBio-1141 exerce seu efeito anti-alodínico após injúria por PSL 

modulando a ativação de receptores de adenosina no SNC e aumentando a 

produção de IL-10. Um dos efeitos relacionados ao aumento de IL-10 no SNC 

envolve o aumento do nucleotídeo cíclico AMPc principalmente em células da glia. 

Portanto, decidimos investigar se o tratamento com LASSBio-1141 (100 µmol/Kg, 

v.o.) é capaz de aumentar a produção de AMPc na medula espinhal. Após 5 dias de 

tratamento amostras de medula espinhal foram removidas e os níveis de AMPc 

quantificados por ELISA, o tratamento com LASSBio-1141 aumentou os níveis de 

AMPc na medula espinhal de animais submetidos à injúria do nervo ciático (figura 

34). 
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Figura 34: LASSBio-1141 aumenta os níveis de AMPc na medula espinhal de camundongos 

submetidos à PSL. . LASSBio-1141 foi administrado em suspensão de goma arábica 5% na dose de 

100 μmol/Kg por via oral e após 5 dias de tratamento os animais foram sacrificados para a dosagem 

do AMPc por ELISA. n= 4-5 animais; *p<0,05; teste ANOVA One-Way 
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5 - DISCUSSÃO 

 

 A dor neuropática tem sido descrita como uma doença cuja fisiopatologia é 

complexa, envolvendo não apenas alterações na atividade de neurônios que 

participam da transmissão nociceptiva, mas também envolve modulação de células 

do sistema imune e células componentes da glia (SCHOLZ & WOOLF, 2007; 

SUTER et al., 2007; COSTINGAN et al., 2009; JASMIN et al., 2010). A abordagem 

terapêutica atual têm se baseado apenas no controle da atividade neuronal, atuando 

apenas no controle dos sintomas sem direcionar a modificação da doença com a 

sua consequente cura (FINNERUP et al., 2007; DICKINSON et al., 2010; BARON et 

al., 2010). Desta forma, novas abordagens e alvos terapêuticos têm surgido na 

tentativa de modificar as alterações fisiopatológicas que conduzem ao quadro 

neuropático, atuando principalmente no controle dos fenômenos de sensibilização 

central e periférica dos quais participam células imunes e células da glia, além das 

células neuronais (ROMERO-SANDOVA et al., 2008; MARCHAND et al., 2009; GAO 

& JI, 2010).  

Os derivados imidazo[1,2-a]piridínicos LASSBio-1135 e LASSBio-1141 foram 

previamente descritos como compostos anti-inflamatórios e  com mecanismos de 

ação inovadores, capazes de modular a atividade do sistema imune e a atividade 

neuronal, o que levantou a hipótese de eficácia terapêutica destes derivados em 

modelos de dor neuropática (LIMA, 2010). Neste trabalho descrevemos que 

LASSBio-1135 e LASSBio-1141 (1) apresentam eficácia terapêutica em modelo 

experimental de dor neuropática induzida por ligação parcial do nervo ciático (PSL), 

representada por atividades anti-alodínica mecânica e anti-hiperalgésica térmica. 

Demonstramos que LASSBio-1135 e LASSBio-1141 (2) não alteram as 

sensibilidades térmica ou mecânica basais dos animais, bem como não afetam a 

atividade locomotora destes; (3) O tratamento com este derivados também reduziu a 

expressão do mRNA das citocinas pró-inflamatrórias TNF-α e IL-1β no DRG e na 

medula espinhal de animais submetidos à PSL. Além disso, estes compostos 

também reduzem o estado de ativação neuronal no DRG, reduzindo a expressão de 

ATF-3. Conforme descrito anteriormente (LIMA, 2010) LASSBio-1135 e LASSBio-

1141 parecem apresentar mecanismos de ação distintos e no presente estudo nós 
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confirmamos esta observação. Além de inibir a COX-2 e a ativação de MAPK p38, 

LASSBio-1135 se mostrou  um (1) antagonista não competitivo do receptor TRPV1 

em estudos eletrofisilógicos em ovócitos de Xenopus Laevis e um agonista do 

receptor TRPA1; (2) LASSBio-1135 modula a atividade neuronal promovendo o 

influxo de cálcio em neurônios do DRG, porém inibindo o influxo de cálcio promovido 

por ativação do receptor TRPV1; (3) LASSBio-1135 não apresenta qualquer 

atividade sobre os canais de cálcio Cav2.2; (4) O tratamento de animais submetidos à 

injúria do nervo ciático por PSL com LASSBio-1135 em dose terapêutica não 

produziu efeito hipertérmico, observado para antagonistas clássicos do receptor 

TRPV1. Já LASSBio-1141 se mostrou um modulador do sistema adenosinérgico, 

visto que (1) seu efeito anti-alodínico for bloqueado totalmente pelo antagonista do 

receptor do A1 no primeiro dia de tratamento, o que não foi foi observado com 

antagonista A2A; (2) O antagonista A2A bloqueou totalmente o efeito anti-alodínico de 

LASSBio-1141 apenas após 3 dias de tratamento; (3) O tratamento com LASSBio-

1141 aumentou a produção de IL-10 na medula espinhal de camundongos 

submetidos à PSL; (4) O tratamento de animais deficientes para IL-10 com 

LASSBio-1141 reverteu parcialmente o seu efeito anti-alodínico no primeiro dia de 

tratamento, porém houve reversão total após 3 dias de tratamento; (5) LASSBio-

1141 aumentou os níveis de AMPc na medula espinhal de camundongos 

submetidos à PSL. 

Inserido em uma linha de pesquisa que busca o desenvolvimento de novos 

fármacos para o tratamento de doenças inflamatórias e desordens dolorosas 

crônicas, nosso grupo desenvolveu a série de derivados imidazo[1,2-a]piridínicos 

como inibidores duais de MAPK p38 e COX-2, baseados na estrutura do inibidor de 

MAPK p38 SB203580 e do inibidor de COX-2 celecoxibe (LACERDA et al., 2009). O 

objetivo principal era controlar as respostas inflamatória e nociceptiva mais 

vigorosamente inibindo dois alvos considerados essenciais para a evolução destas 

respostas. Na triagem farmacológica para as atividades anti-inflamatória e 

analgésica destacaram-se LASSBio-1135 e LASSBio-1141. Mais tarde Lima e 

colaboradores (2010) definiram o provável mecanismo de ação destes derivados, 

confirmando que LASSBio-1135 inibe a COX-2 e não inibe a atividade da MAPK 

p38, mas a sua ativação. Todavia, LASSBio-1141 não apresentou as mesmas ações 

observadas para LASSBio-1135, seu mecanismo de ação é dependente da 
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concentração extracelular de adenosina, que agindo sobre seus receptores 

proporciona as atividade analgésica e anti-inflamatória observadas para LASSBio-

1141. 

 Sabendo da importância de alvos como a MAPK p38 e os receptores de 

adenosina e tendo caracterizado a atividade anti-hiperalgésica de LASSBio-1135 e 

LASSBio-1141 em modelos de dor aguda (LIMA, 2010), decidimos estudar as 

eficácias terapêuticas destes derivados em modelo de dor neuropática induzida por 

ligação parcial do nervo ciático. As doses terapêuticas de LASSBio-1135 e LASSBio-

1141 foram determinadas em estudos prévios (LACERDA et al., 2009; LIMA, 2010), 

portanto estes compostos foram avaliados na dose de 100 µmol/Kg e 10 µmol/Kg. O 

tratamento terapêutico com estes derivados na maior dose foi capaz de reverter os 

sintomas de alodínia mecânica e hiperalgesia térmica disparados pela lesão do 

nervo ciático, porém com eficácias distintas. Enquanto LASSBio-1141 foi mais eficaz 

em reverter completamente ambos os sintomas inclusive após a primeira dose, 

LASSBio-1135 não reverteu estes sintomas após a primeira dose, apresentando 

efeito apenas a partir da terceira dose, revertendo completamente a hiperalgesia 

térmica e apenas parcialmente a alodínia mecânica. Este efeito observado para 

LASSBio-1135 não parece estar apenas relacionado à biodisponibilidade mas 

também ao mecanismos fisiopatológicos envolvidos na doença, visto que este 

derivado foi eficaz em reverter a hiperalgesia térmica em modelo de dor aguda já a 

partir da primeira hora (LIMA, 2010). Nesta dose terapêutica, nenhum dos 

compostos apresentou alterações nas sensibilidades mecânica e térmicas basais ou 

disfunção motora. Alterações nestes parâmetros são bastante comuns em fármacos 

úteis no tratamento da dor neuropática como a aplicação de capsaicina tópica na 

neuralgia do trigêmeo, que reduz a sensibilidade térmica dos pacientes, e os 

fármacos gabapentina e pregabalina, que podem causar sedação (GILRON, 2007; 

CLIVATTI et al., 2009; BARON et al., 2010). 

 Os modelos de dor neuropática induzida por injúria do nervo periférico são 

conhecidos pelas suas características em promover alterações neuronais, em 

células imunes e células gliais, proporcionando os processos de sensibilização 

periférica e central (MALMBERG & BASBAUM, 1998; SCHOLZ & WOOLF, 2007; 

KANNGIESSER et al., 2012). O papel das citocinas pró-inflamatórias tem sido bem 
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caracterizado no desenvolvimento destes processos, com destaque para o TNF-α e 

a IL-1β. É conhecido que os níveis de TNF-α e IL-1β estão elevados no DRG e no 

SNC de camundongos submetidos à injúria do nervo ciático (IGNATOWSKI et al., 

1999; SCHAFER et al., 2003; KANNGIESSER et al., 2012). Estas citocinas são 

responsáveis pela hiperatividade de neurônios do DRG e da medula espinhal, já que 

ambas as citocinas promovem a fosforilação do receptor NMDA aumentando a sua 

atividade e também aumentam a frequência de correntes excitatórias pós-sinápticas 

(sEPSC) no corno dorsal da medula espinhal (WEI et al., 2008, KAWASAKI et al., 

2009). Diversos inibidores da atividade ou produção destas citocinas se mostraram 

eficazes no tratamento dos sintomas associados à dor neuropática em modelos 

experimentais, como evidenciado pelos compostos SB203580 e talidomida 

(GEORGE et al., 2000; MILLIGAN et al., 2003). LASSBio-1135 e LASSBio-1141 

inibiram significativamente a expressão do RNA mensageiro desta citocinas nestes 

tecidos, corroborando o efeito observado em macrófagos isolados. LASSBio-1135 e 

LASSBio-1141 apresentaram efeitos inibitórios sobre a produção de TNF-α em 

macrófagos estimulados por mecanismos distintos e já mencionados anteriormente, 

o que justificaria a hipótese de que os compostos apresentam eficácia terapêutica 

por reduzirem a produção das citocinas TNF-α e IL-1β no DRG e na medula espinhal 

(LIMA, 2010). De acordo com estes dados, pode-se suspeitar que este efeito 

inibitório observado para os compostos seja proveniente de um efeito direto sobre 

células imunes, como os macrófagos e células gliais presentes neste tecidos. 

 O processo de sensibilização periférica contribui para o aumento da 

excitabilidade de neurônios do DRG. Dentre as alterações que acontecem neste 

processo algumas são comandadas pelas citocinas TNF-α e IL-1β , como o aumento 

da expressão de canais de sódio resistente a TTX e a sensibilização do receptor 

TRPV1 (GERAU et al., 2006; HAGENACKER et al., 2010). O estresse metabólico 

causado pela injúria do nervo e por estes mediadores inflamatórios é responsável 

pelo aumento da expressão de diversos fatores envolvidos na transcrição gênica, 

dentre eles o ATF-3 se destaca como principal marcador de injúria do nervo 

periférico (TISUJINO et al., 2010). A expressão de ATF-3 é observada após 

transecção do nervo espinhal e após constrição crônica do nervo ciático e 

permanece enquanto dura o processo neuropático (TISUJINO et al., 2010; 

ALLCHORNE et al., 2012). Correlacionando estas informações, é cabível que 
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quando o fenômeno de sensibilização periférica é reduzido a expressão de ATF-3 

também reduza. Isto corrobora o que foi observado para o tratamento de animais 

submetidos à injúria do nervo ciático e tratados com LASSBio-1135 e LASSBio-

1141, houve uma redução significativa da expressão de ATF-3 como resposta a 

redução da expressão da citocinas pró-inflamatórias. 

Portanto, todos estes efeitos culminaram com a redução dos processos de 

sensibilização periférica e central envolvidos na injúria parcial do nervo ciático, após 

o tratamento com LASSBio-1135 e LASSBio-1141. Esta observação ficou mais 

concreta, quando evidenciamos a eficácia anti-hiperalgésica prolongada destes 

derivados mesmo após a interrupção do tratamento, onde o efeito permaneceu por 

mais 5 dias. 

 Fármacos úteis no tratamento dos diversos tipos dos diversos tipos de dor 

neuropática como a gabapentina modulam apenas momentaneamente o processo 

de sensibilização central, não promovendo eficácia prolongada. Estudos recentes 

têm mostrado que administração sistêmica ou intracerebroventricular de 

gabapentina não é capaz de produzir efeito alodínico e, além disso, o tratamento 

com este fármaco não é capaz de inibir a expressão das citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α e IL-1β (TANABE et al., 2008; NISHIYORI & UEDA, 2008; AMIN et al., 2012). 

O que reforça a importância das ações de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 no 

modelo de dor neuropática. 

 

5.1 – LASSBio-1135: UMA MOLÉCULA MULTIALVO. 

 

 Os efeitos anti-alodínico e anti-hiperalgésico observados para os derivados 

imidazo[1,2-a]piridínicos no modelo de dor neuropática induzida por PSL associados 

aos estudos prévios, apontam para a diferença dos mecanismos de ação. LASSBio-

1135 já apresentava características multialvo como relatado nos estudos anteriores, 

inibindo a COX-2 (CI50= 18,5 µM) e a produção de TNF-α (CI50= 642 nM) (LACERDA 

et al., 2009; LIMA, 2010). Estudos de eficácia terapêutica no modelo de dor 

neuropática com LASSBio-1135 mostraram que este composto é mais efetivo em 

modelos de hipersensibilidade que fazem uso de estímulo térmico que estímulos 
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mecânicos. Além disso, foi mostrado que LASSBio-1135 bloqueia completamente a 

hiperalgesia térmica induzida por capsaicina (o que LASSBio-1141 não faz) e 

também não é observado para inibidores de COX-2 (LACERDA et al., 2009). Um 

dos receptores responsáveis pela condução de estímulos térmicos nocivos é o 

receptor TRPV1, cuja ativação se dá por temperaturas acima de 43 ºC e por 

capsaicina (CATERINA et al., 1997). O TRPV1 participa ativamente da reposta 

nociceptiva durante a dor inflamatória e a dor crônica. Mediadores que participam da 

resposta inflamatória como PGE2, NGF e bradicinina são capazes de sensibilizar os 

receptores TRPV1 através de mecanismos de fosforilação, enquanto que as 

citocinas são responsáveis pelo aumento na expressão deste receptor em fibras Aδ 

e C após injúria do nervo ciático (HUDSON et al., 2001; JULIUS & BASBAUM, 

2001). Avaliando estas características do receptor TRPV1 e o perfil de ação de 

LASSBio-1135, surgiu a hipótese de antagonismo deste receptor como mecanismo 

de ação adicional. 

 Estudos eletrofisiológicos em ovócitos de Xenopus Laevis expressando o 

receptor TRPV1 de ratos mostraram que LASSBio-1135 é um antagonista não 

competitivo deste receptor, inibindo as correntes estimulada por capsaicina e por pH 

ácido, um dos principais responsáveis pela ativação deste receptor em condições 

inflamatórias. Diversos antagonistas do receptor TRPV1 foram desenvolvidos nos 

últimos anos para o tratamento de desordens relacionadas com dores crônicas, 

alguns deles atingiram a fase 1 de estudos clínicos como SB-705498 e AM517 com 

eficácia comprovada em modelos animais de dor neuropática (GUNTHORPE & 

CHIZH, 2008). A maioria dos antagonistas do receptor TRPV1 foi planejado com 

base na estrutura dos agonistas capsaicina e resiniferatoxina, portanto inibem o 

receptor competindo pelo o sítio vanilóide de ligação destes agonistas. Somente 

poucos compostos estão relatados na literatura como antagonistas não competitivos 

do receptor TRPV1, dentre eles o DD161515 que apresenta uma potência similar 

àquela apresentada por LASSBio-1135, sugerindo a existência de outros sítios de 

ligação no receptor diferentes daquele da capsaicina, onde o derivado LASSBio-

1135 possivelmente se liga (GARCÍA-MATÍNEZ et al., 2002). 

 Buscando mostrar a seletividade de LASSBio-1135 para o TRPV1, estudamos 

seu efeito sobre outros canais envolvidos na resposta nociceptiva como o TRPA1 e 
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o canal de cálcio Cav2.2. Para nossa surpresa, LASSBio-1135 apresentou efeito 

agonista sobre o receptor TRPA1 humano expresso em células HEK-293 em 

estudos de imageamento de cálcio, porém não apresentou qualquer efeito sobre o 

canal de cálcio Cav2.2. A potência para ativação do receptor TRPA1 é superior 

àquela observada para inibição do TRPV1 e da produção do TNF-α (TRPA1 CE50= 

29,5 µM; TRPV1 CI50= 580 nM; TNF-α CI50= 642 nM), porém parece contribuir para 

o mecanismo de ação anti-alodínico e anti-hiperalgésico de LASSBio-1135. Quando 

avaliado o efeito de LASSBio-1135 sobre ativação do influxo de cálcio em neurônios 

do DRG, este composto promoveu o influxo de cálcio, provavelmente por ação sobre 

o receptor TRPA1, mas inibiu o influxo promovido por capsaicina em células de 

pequeno e médio diâmetro, que são células que expressam o receptor TRPA1 e o 

TRPV1. A ativação do receptor TRPA1 promovendo o influxo de cálcio por si só 

pode inibir a ativação do receptor TRPV1 por mecanismos de dessensibilização 

cruzada em neurônios do DRG que expressam ambos os receptores e, desta forma, 

contribuir para os efeitos anti-alodínicos e anti-hiperalgésicos de LASSBIo-1135 

(AKOPIAN et al., 2008; MAYUR et al., 2010). De fato este fenômeno já foi observado 

para outros ativadores do receptor TRPA1 como os agonistas canabinóides WIN e o 

AM1241, onde o aumento do influxo de cálcio através do receptor TRPA1 reduziu o 

influxo de cálcio induzido por capsaicina em neurônios do DRG, direcionando o 

efeito anti-hiperalgésico destes compostos (AKOPIAN et al., 2008). 

 O antagonismo do receptor TRPV1 e o agonismo do receptor TRPA1 

contribuiriam para a eficácia de LASSBio-1135 nos modelos de hipersensibilidade 

térmica e, até mesmo, seu efeito apenas parcial na redução da hipersensibilidade 

mecânica. Alguns trabalhos recentes mostram que o antagonismo do TRPV1, com 

compostos que ultrapassam a barreira hematoencefálica e atuam no SNC 

principalmente na medula espinhal, é capaz de inibir além da hipersensibilidade 

térmica a hipersensibilidade mecânica (KANAI et al., 2005). O agonismo do receptor 

TRPA1 também tem importância no desenvolvimento da resposta analgésica ao 

nível do SNC. Os efeitos analgésicos do paracetamol e do canabinóide Δ9-

tetrahidrocanabiorcol são mediados por ativação do receptor TRPA1 presentes nos 

terminais centrais dos neurônios aferentes primários (ANDERSSON et al., 2011). 

LASSBio-1135 pode também atuar nestes receptores presentes no SNC, 

principalmente devida à sua lipofilicidade representada pelo seu alto LogP teórico 
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(LogP= 4,1; calculado usando o programa Chemdraw v 12.0), o que permitiria sua 

rápida passagem pela barreira hematoencefálica. 

 A contribuição da inibição da COX-2 para o mescanismo de ação anti-

alodínico e anti-hiperalgésico de LASSBio-1135 é pouco provável, visto que nosso 

laboratório testou anti-inflamatórios inibidores seletivos e não seletivos de COX-2, 

como o ácido acetilsalicílico e o celecoxibe, e nenhum deles apresentou eficácia 

terapêutica no modelo dor neuropática induzida por PSL. 

 A diversidade de mecanismo de ação de LASSBio-1135 o designa como um 

composto multialvo, controlando a dor neuropática por atuar em diversos alvos 

envolvidos na fisiopatologia desta doença, porém a promiscuidade de ação pode 

desencadear efeitos adversos significativos. O principal efeito adverso relacionado 

aos antagonistas TRPV1 é a indução de hipertermia (GAVVA et al., 2008). Alguns 

antagonistas chegaram a fase de estudos clínicos, mas foram retirados pois 

promoviam hipertermia (GUNTHORPE & CHIZH, 2009). A indução de hipertermia 

parece estar mais relacionada a compostos que inibem a ativação do receptor tanto 

por substâncias como a capsaicina quanto por pH ácido. Já compostos que não 

inibem o estímulo do TRPV1 induzido por pH ácido não promovem a hipertermia 

(LEHTO et al., 2008; WATABIKI et al., 2011). LASSBio-1135 inibiu as duas formas 

de ativação do receptor TRPV1, porém não produziu efeito hipertérmico. 

Provavelmente este efeito não foi observado devido às suas ações inibitórias sobre 

outros alvos envolvidos na regulação da temperatura corporal, como a COX-2 e o 

TNF-α, o que contrabalançaria seu efeito antagonista sobre o receptor TRPV1. 

 Desta forma, apresentando-se como um composto multialvo controlando 

diversos alvos essenciais envolvidos no desenvolvimento da resposta neuropática e, 

não apresentando os principais efeitos adversos relacionados a modulação destes 

alvos, LASSBio-1135 desponta como um candidato a protótipo de fármacos para o 

tratamento dos diversos tipos de dor neuropática. 
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5.2 – LASSBio-1141: MODULADOR DO SISTEMA ADENOSINA/ AMPc/ 

IL-10. 

 

 LASSBio-1141 foi caracterizado previamente como um modulador do sistema 

adenosinérgico, inibindo a produção de TNF-α. Suas ações anti-inflamatórias e 

analgésicas são bloqueadas por antagonistas não específicos dos receptores de 

adenosina, parcialmente pelo antagonista A2A seletivo e pela adenosina desaminase 

(ADA), enzima que metaboliza a adenosina transformando-a em inosina. Estes 

efeitos previamente determinados impulsionaram os estudos para investigação do 

envolvimento do sistema adenosinérgico no mecanismo de ação anti-alodínico e 

anti-hiperalgésico apresentado por LASSBio-1141 no modelo de dor neuropática 

induzida por PSL. 

 Os principais receptores de adenosina estudados no desenvolvimento da dor 

neuropática são o A1 e o A2A. O receptor A1 é altamente expresso nos neurônios de 

pequeno e médio diâmetro do DRG, presumivelmente os neurônios nociceptores 

(LIMA et al., 2010). Além disso, este receptor é expresso também nos terminais 

centrais de neurônios aferentes primários e nos neurônios pós-sinápticos (CHOCA 

et al., 1987). A administração local ou sistêmica de agonistas do receptor A1, como o 

CCPA e o ENBA, promoveram a redução rápida da alodínia mecânica e da 

hiperalgesia térmica, efeitos que geralmente duram de 2 a 3 horas (LUONGO et al., 

2012; YAMAGUCHI et al., 2013). Adicionalmente, camundongos deficientes para o 

receptor A1 também apresentam aumento da hipersensibilidade mecânica e térmica 

após injúria do nervo ciático (WU et al., 2005). Foi relatado recentemente o aumento 

da expressão do receptor A1 em astrócitos após injúria do nervo ciático, o que 

parece direcionar a hiperatividade destas células no quadro neuropático (LUONGO 

et al., 2012). Todos este efeitos se assemelham ao que foi observado para 

LASSBio-1141, já que desde a primeira hora após a primeira dose reduziu 

consideravelmente as hipersensibilidade mecânica e térmica. Corroborando esta 

observação, o antagonista do receptor A1 DPCPX administrado tanto 

sistemicamente quanto direto no SNC reverteu estes efeitos de LASSBio-1141. A 
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reversão do efeito anti-alodínico produzido pela administração intratecal DPCPX, 

sugere que LASSBio-1141 ultrapasse a barreira hematoencefálica para produzir 

seus efeitos, isto é reforçado pelo LogP teórico deste composto se elevado (LogP= 

4,2, calculado usando o progrma Chemdraw v 12.0). Desta forma, sugere-se que o 

efeito anti-alodínico inicial de LASSBio-1141 seja exercido por modulação do 

receptor A1 expresso em neurônios da medula espinhal. 

 A ação de LASSBio-1141 modulando o receptor A1 justifica a sua eficácia 

imediata em reverter a alodínia mecânica no modelo de dor neuropática induzida por 

PSL, porém não justifica suas ações inibitórias sobre a produção das citocinas pró-

inflamatórias TNF-α e IL-1β, nem a sua eficácia prolongada após a interrupção do 

tratamento. O receptor A1 é reconhecido por aumentar a produção de citocinas pró-

inflamatórias a curto prazo, porém a sua ativação em células inflamatórias promove 

um aumento da expressão do receptor A2A a longo prazo. Este receptor medeia a 

inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias através do aumento do AMPc 

(NAKAV et al., 2008). Além disso, LASSBio-1141 parece ter o seu mecanismo de 

ação dependente da concentração extracelular de adenosina, portanto este 

nucleosídeo poderia ativar ambos os receptores para produzir a eficácia terapêutica 

de LASSBio-1141. Desta forma, investigamos também a participação do receptor 

A2A no mecanismo de ação anti-alodínico de LASSBio-1141 e confirmamos que ele 

está envolvido, porém não no efeito observado nas primeiras horas de tratamento. 

Isso porque o antagonista A2A reverteu apenas parcialmente a eficácia anti-alodínica 

de LASSBio-1141 após a administração da primeira dose, sendo a reversão total 

observada apenas 6 horas após a sua administração. Estes resultados confirmam a 

maior participação do receptor A1 no efeito inicial de LASSBio-1141, porém com o 

tratamento prolongado o antagonista A2A bloqueia totalmente os efeitos de LASSBio-

1141 nos 5 dias subsequentes.  

 Uma possível hipótese para este deslocamento de importância entre receptor 

A1 e A2A talvez esteja na modulação de células da glia, já que o receptor A2A não é 

funcionalmente expresso em neurônios do DRG ou do corno dorsal da medula 

espinhal. Como relatado anteriormente, a ativação do receptor A1 em células 

imunes aumenta a expressão do receptor A2A após 6 horas. O mesmo pode estar 

ocorrendo em células da glia durante o quadro neuropático, já que é sabido que a 
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expressão do receptor A2A nestas células só ocorre após um determinado tempo do 

estímulo neuropático, enquanto que o receptor A1 está expresso normalmente antes 

do estímulo (ORR et al., 2007). Desta forma, a ativação indireta inicial do receptor A1 

por LASSBio-1141 promoveria o aumento da expressão do receptor A2A, que se 

tornaria o responsável pelo efeito farmacológico deste derivado. 

 Agonistas do receptor A2A quando administrados por via intratecal em 

modelos de dor neuropática apresentam eficácia prolongada. A administração de 

uma única dose dos agonistas ATL-313 e CGS21680 em animais com injúria do 

nervo ciático promoveu a reversão do quadro neuropático, com redução da alodínia 

mecânica e da hiperalgesia térmica que durou no mínimo 4 semanas (LORAM et al., 

2009). Este efeito foi mediado pela inibição da ativação de microglia e astrócitos, o 

que culminaria na redução da produção de citocinas pró-inflamatórias na medula 

espinhal. LASSBio-1141 também apresentou efeito prolongado após a interrupção 

do tratamento, com redução da atividade de células gliais que foi avaliada através da 

produção de citocinas, enfatizando mais uma vez a modulação do receptor A2A para 

manifestação de eficácia terapêutica na reversão dos sintomas de dor neuropática.  

A ativação do receptor A2A promoveu eficácia prolongada e redução da 

ativação de células gliais aumentando a produção da citocina anti-inflamatória IL-10 

em células da glia (LORAM et al., 2009). Outros compostos que aumentam a 

liberação de IL-10 na medula espinhal também apresentam eficácia prolongada em 

modelos de dor neuropática. O ibudilast, um inibidor de PDE-4 com outros efeitos 

ainda não revelados, mostrou eficácia em reverter a alodínia mecânica e a 

hiperalgesia térmica produzida por lesão do nervo ciático através do aumento da 

produção de IL-10 na medula espinhal (YOSHIKAWA et al., 1999; LEDEBOER et al., 

2006). A própria administração de IL-10 ou o uso de estratégias de biotecnologia 

que aumentam a produção desta citocina promovem eficácia terapêutica prolongada 

em modelos de dor neuropática. LASSBio-1141 também aumenta a produção de IL-

10 na medula espinhal e isto justifica a redução na expressão do RNA mensageiro 

das citocinas pró-inflamatórias e o seu efeito prolongado. Corroborando estes dados, 

o tratamento de animais deficientes para IL-10 e submetidos à PSL com LASSBio-

1141, não apresentou eficácia anti-alodínica sendo a resposta muito semelhante 

àquela obtida com o tratameto com o antagonista A2A. 
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Sabendo que a ativação do receptor A2A está acoplada à proteína Gs 

promovendo o aumento dos níveis intracelulares de AMPc, somado as informações 

de que outros compostos que aumentam os níveis deste nucleotídeo cíclico por 

mecanismos diversos também aumentam a produção IL-10, investigamos se o 

tratamento com LASSBio-1141 promoveria o aumento de IL-10 por aumentar os 

níveis de AMPc na medula espinhal. O ibudilast aumenta a produção de IL-10 por 

mecanismos dependentes do AMPc (YOSHIKAWA et al., 1999). LASSBio-1141 

também aumentou os níveis de AMPc na medula espinhal de animais submetidos à 

injúria do nervo ciático. Portanto, o provável mecanismo de ação anti-alodínico e 

anti-hiperalgésico de LASSBio-1141 envolve ativação inicial do receptor A1 em 

neurônios e células gliais, posteriormente ativação do receptor A2A em células gliais 

proporcionando o aumento dos níveis intracelulares de AMPc, que culmina na 

produção de IL-10. 

O mecanismo exato pelo qual LASSBio-1141 modula os receptores de 

adenosina permanece uma incógnita. O que se sabe é que os efeitos deste 

composto são dependentes da concentração extracelular de adenosina (LIMA, 

2010). Estudos foram realizados na tentativa de elucidar o seu mecanismo de ação 

exato porém sem qualquer êxito. Foram realizados teste para atividade sobre a 

enzima ADA, sobre o receptor A2A e sobre a PDE-4, enzima que metaboliza o AMPc, 

todavia nenhum destes alvos sofreu qualquer ação de LASSBio-1141. 

Portanto, aqui mostramos que LASSBio-1141 é um proeminente candidato a 

protótipo de fármaco para o tratamento da dor neuropática, revertendo o quadro 

neuropático de forma prolongada através do controle da produção de citocinas pró e 

anti-inflamatórias. Consequentemente LASSBio-1141 também reverteria os 

fenômenos de sensibilização central e periférica presentes na dor neuropática, o que 

ratifica a sua eficácia terapêutica. 
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6 - CONCLUSÃO 

O conjunto de dados apresentado neste trabalho demonstra a eficácia 

terapêutica dos derivados imidazo[1,2-a]piridínicos LASSBio-1135 e LASSBio-1141 

no tratamento dos sintomas de alodínia mecânica e hiperalgesia térmica 

apresentados no modelo de dor neuropática induzida por ligação parcial do nervo 

ciático. 

LASSBio-1135 e LASSBio-1141 reduzem a alodínia mecânica e a 

hiperalgesia térmica sem causar qualquer alteração nas sensibilidades mecânica ou 

térmica basais do animais. Além disso, o tratamento com estes derivados não 

promove alterações locomotoras. 

A eficácia terapêutica de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 no modelo de dor 

neuropática foi comprovada pela redução da expressão das citocinas pró-

inflamatórias TNF-α e IL-1β no DRG e na medula espinhal e pela redução do estado 

de ativação dos neurônios do DRG, evidenciado pela redução da expressão de ATF-

3. Tudo isso proporciona a redução dos fenômenos de sensibilização central e 

periférica, promovendo a eficácia prolongada mesmo após o fim do tratamento. 

LASSBio-1135 se apresenta como um composto multialvo controlando a 

atividade imune e neuronal através da inibição da produção de TNF-α, antagonismo 

não competitivo do receptor TRPV1 e agonismo do receptor TRPA1. Estes efeitos 

proporcionam redução da atividade neuronal, com redução do influxo de cálcio em 

neurônios do DRG. 

LASSBio-1135 não induz a hipertermia, um dos principais efeitos adversos de 

antagonistas clássicos do receptor TRPV1. 

LASSBio-1141 apresenta eficácia anti-alodínica e anti-hiperalgésica através 

da modulação do sistema adenosinérgico. Seus efeitos parecem ser dependentes 

da concentração extracelular de adenosina como observado previamente, com 

modulação dos receptores A1 expressos em células da glia e neurônios e modulação 

do receptor A2A expresso em células da glia. 
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Modulando receptor A2A em células da glia, LASSBio-1141 aumenta os níveis 

intracelulares de AMPc, estimulando a produção de IL-10 na medula espinhal. A IL-

10 é a principal responsável pelas ações de LASSBio-1141 sobre a produção de 

citocinas pró-inflamatórias. 

 Portanto, concluímos que LASSBio-1135 e LASSBio-1141 modulam a 

atividade de células imune, gliais e neuronais, controlando os fenômenos de 

sensibilização central e periférica que são os principais responsáveis pelo 

desenvolvimento e manutenção da dor neuropática. Desta forma, estes derivados 

despontam como potenciais candidatos a fármacos para o tratamento dos diferentes 

tipos de dor neuropática. 
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