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RESUMO

LIMA, Cleverton Kleiton Freitas de. Desenvolvimento de protétipos de farmacos para
o tratamento da dor neuropatica: Investigacdo do potencial terapéutico e
mecanismos de acdo dos derivados imidazo-piridinicos LASSBio-1135 e LASSBio-
1141. Rio de Janeiro, 2013. Tese (Doutorado em Farmacologia e Quimica Medicinal)
— Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2013.

Os derivados imidazo[l,2-a]piridinicos LASSBIi0-1135 e LASSBio-1141 foram
previamente identificados como compostos analgésicos e anti-inflamatérios. No
presente trabalho foi descrita a eficacia terapéutica destes derivados no modelo de
dor neuropética induzida por ligacao parcial do nervo ciatico (PSL), sendo também
investigado os seus mecanismos de acdo. Primeiramente foram avaliadas as
atividades anti-alodinicas e anti-hiperalgésicas de doses de LASSBIi0-1135 e
LASSBIo-1141, por via oral, no modelo de PSL. LASSBIi0-1135 reduziu totalmente a
hiperalgesia térmica e apenas parcialmente a alodinia mecénica na dose de 100
pumol/Kg, efeitos observados apenas ap0s o terceiro dia de tratamento. Todavia,
LASSBIio-1141 na dose de 100 umol/Kg foi eficaz desde a primeira hora apds a
primeira dose reduzindo completamente a alodinia mecéanica e a hiperalgesia
térmica. Nenhum dos compostos mostrou qualquer interferéncia sobre as
sensibilidades mecénica e térmica basais dos animais em doses terapéuticas, além
de ndo proporcionarem alteragdes locomotoras. O tratamento com LASSBIi0-1135 e
LASSBIio-1141 também reduziu a expressdo do RNA mensageiro das citocinas pro-
inflamatérias TNF-a e IL-18 em amostras do DRG e da medula espinhal, citocinas
estas fundamentais para os fendbmenos de sensibilizacao periférica e central. Além
de reduzirem a expressdo das citocinas pro-inflamatoérias, os compostos também
reduziram o estado de ativacdo de neurbnios do DRG, evidenciado pela reducdo da
expressdo do fator ativador de transcricdo 3 (ATF-3). Reduzindo a producédo de
mediadores inflamatorios e ativacdo neuronal, LASSBio-1135 e LASSBIlo-1141
revertem o quadro neuropatico, apresentando eficacia anti-hiperalgésica mesmo
apos a interrupcéo do tratamento. Tendo definida a eficacia dos derivados imidazo-
piridinicos no modelo de dor neuropatica, iniciou-se a investigacdo dos seus

mecanismos de acado. Verificou-se que LASSBIio-1135 composto inibiu o receptor



TRPV1 em estudos eletrofisiologicos em ovécitos de Xenopus Laevis (Clsp= 582
nM). Entretanto verificou-se que LASSBIi0-1135 é um agonista do receptor TRPAL
em estudos de imageamento de calcio em células HEK-293 (CEsp= 29,5 uM).
Avaliando o efeito de LASSBIio-1135 sobre ativacdo de neurbnios do DRG através
do imageamento de calcio, observou-se que este composto promove o influxo de
calcio provavelmente através da ativacdo do TRPAL. Contudo, observou-se que
LASSBIio-1135 inibe a ativacdo do TRPV1, que pode ser proveniente do
antagonismo direto do receptor ou por dessensibilizacdo cruzada. Estes efeitos
atribuem uma caracteristica multialvo a LASSBIi0-1135 contribuindo para sua
eficAcia no modelo de dor neuropética. Em relagdo a LASSBIio-1141, seu efeito anti-
alodinico foi revertido totalmente pela administracdo do antagonista do receptor A;
DPCPX ap6s a primeira dose, tanto sistémico quanto centralmente, porém o efeito
em longo prazo foi blogueado totalmente pelo antagonista Azx, CGS15943.
LASSBIi0-1141 também aumentou a producdo de IL-10 na medula espinhal e seu
efeito anti-alodinico a longo prazo foi interrompido em animais deficiente para IL-10.
Por fim, o0 aumento de IL-10 esta relacionado a um aumento dos niveis de AMPc na
medula espinhal de animais submetidos a PSL. Portanto, LASSBio-1135 e LASSBio-
1141 despontam como candidatos a farmacos Uteis no tratamento da dor

neuropatica por mecanismos de agéo inovadores.



ABSTRACT

The imidazo[1,2-a]pyridine derivatives LASSBIi0-1135 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
LASSBIi0-1135 e LASSBIio-1141 after oral doses in animals submitted to PSL.
LASSBIi0-1135 completely reversed thermal hyperalgesia and only partially
mechanical allodynia at the dose of 100 umol/Kg, effects detected only after 3 days
of treatment. However, LASSBIi0-1141 at the dose of 100 pmol/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 LASSBIi0-1135 and LASSBIi0-1141 also reduced the expression
of pro-inflammatory cytokines TNF-a e IL-18 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, LASSBi0-1135 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 LASSBIi0-1135 inhibited the TRPV1 in electrophysiological
studies using Xenopus Laevis oocytes (Clso= 582 nM). Nevertheless LASSBIi0-1135
is an TRPA1 agonist as shown by studies of calcium imaging in HEK-293 cells
(CEso= 29,5 pM). Studies of calcium imaging in DRG neurons showed That
LASSBI0-1135 produces calcium influx, probably by TRPA1 activation, however it
inhibits TRPV1 activation, which could reflect direct TRPV1 antagonism or cross-
desensitization.  These effects characterize LASSBIi0-1135 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 A; antagonist DPCPX, after first dose. However its long-
term efficacy was completely reversed by the A,a 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 cCAMP levels in spinal cord of
animals submitted to PSL. Thus, LASSBIio-1135 and LASSBIio-1141 arise as drugs

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

1.1- A DOR NEUROPATICA

A dor pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional n&o
prazerosa decorrente de um dano atual ou potencial e tem como principal funcao
fisioloégica alertar o organismo, promovendo o disparo de respostas protetoras e
adaptativas (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Do ponto de vista neurobiol6gico o processo doloroso pode ser classificado
como nociceptivo, inflamatério ou patolégico. A dor nociceptiva corresponde a
resposta fisiologica do sistema protetor, essencial para detectar e minimizar o
contato com estimulos nocivos. A dor inflamatéria também é um tipo de dor
adaptativa e protetora, sendo desencadeada ap6s um estimulo nocivo inevitavel
causar uma injaria tecidual, promovendo ativacdo de células do sistema imune e a
consequente sensibilizacdo sensorial. O ultimo tipo de dor, a dor patolégica, ndo tem
funcdo fisiologica, mas é considerada mal adaptada, resultando de um
funcionamento anormal do sistema nervoso. Um dos exemplos de dor patolégica
mais amplamente estudado € a dor neuropética (WOOLF, 2010).

Segundo a definicdo classica da Associacdo Internacional para o Estudo da
Dor (IASP) de 1997, a dor neuropética consiste em um tipo de dor patoldgica
persistente iniciada ou causada por uma lesdo primaria ou disfuncdo do sistema
nervoso. Porém, com o acumulo de conhecimento relacionado a fisiopatologia desta
doenca nos ultimos anos foi proposta uma nova definicdo pela mesma entidade:
“Dor surgindo como uma consequéncia direta de uma lesdo ou doenca afetando o
sistema somatossensorial” (TREEDE et al., 2008). Neste caso, a resposta dolorosa
perde sua capacidade protetora e adaptativa, e ndo mais funciona para recuperagao
e reparo de danos. Estima-se que cerca de 6 milhdes de pessoas no mundo sofram
com este tipo de dor que é comum em pacientes com diabetes, cancer, que
sofreram lesdo medular e esclerose multipla (BUTERA, 2007).

Diversas doencas ou traumas podem ser a origem da dor neuropatica, desde
desordens metabdlicas até a utilizacdo de quimioterapicos. As causas mais comuns

associadas a um trauma consistem em dor fantasma, transecc¢ao de nervo, neuroma
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pés-operatorio e a sindrome de compressdo vascular. Ja as principais doencas
associadas com a dor neuropética sao o diabetes, carcinomas, AIDS e amiloidose. A
utilizacdo de quimioterapico como cisplatina e oxaliplatina também s&o responsaveis
por produzirem injaria do nervo periférico e desencadear a dor neuropatica (BARON
et al., 2010).

A dor neuropéatica consiste em uma doenca multifatorial promovendo
alteracdes que ocorrem na regido da injaria, seja ela na periferia ou no sistema
nervoso central (SNC), e em regides do SNC que processam a informacao
conduzida pelos nervos lesionados. Pacientes com dor neuropatica demonstram
diferentes sintomas sensoriais que podem coexistir em diferentes combinagdes, 0s
sintomas mais comuns s&o: as sensacdes espontaneas de dor como a dor
superficial que proporciona a indesejavel sensacdo de queimacdo, a alodinia
mecanica e térmica que consiste na sensacado de dor perante estimulos de mesma
natureza que anteriormente ndo produziam dor, e a hiperalgesia (BARON, 2006). A
analise dos sintomas nestes pacientes é fundamental para o diagnostico adequado
e, portanto, proporciona um direcionamento adequado do tratamento farmacoldgico
(BARON, 2010) (Tabela 1).

Tabela 1: Definicdo dos sintomas classicos manifestados por pacientes com
dor neuropatica (Adaptado de BARON, 2006).

Hipoestesia Sensacgao reduzida a estimulos nao dolorosos Percepgao reduzida

Hipoalgesia Sensacgao reduzida a estimulos dolorosos Percepgao reduzida

Parestesia Sensacgao nao dolorosa continua (Formigamento) -

Dor superficial Sensacéao de dor continua (Queimagao) =

Alodinia Mecanica Estimulos mecanicos normalmente nao Sensagao de queimagao
dolorosos evoca dor penetrante

Hiperalgesia Estimulos mecanicos dolorosos promovem uma Dor superficial lacerante

Mecanica resposta exagerada

Alodinia ao Aquecimento normalmente nao doloroso provoca Sensacao de queimagao

Aquecimento dor

Alodinia ao Resfriamento normalmente néao doloroso Sensagao de queimacgao

Resfriamento provoca dor
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Diversos mecanismos estdo envolvidos na patogénese da dor neuropética.
Ocorrendo a lesdo do sistema nervoso periférico (SNP), quadro observado em
doencas como na neuralgia pos-herpética e na neuropatia diabética, ha alteracdes
na regidao do nervo lesionado, no ganglio da raiz dorsal (DRG) e na medula espinhal
que contribuem para os processos de sensibilizacdo periférica e central (SCHOLZ &
WOOLF, 2007). Recentemente tem-se reconhecido a importancia do papel que o
sistema imune exerce sobre as alteracdes mal adaptadas ocorridas tanto na periferia
guanto no sistema nervoso central (SNC) (MOALEM & TRACEY, 2006; MILLIGAN &
WATKINS, 2009).

1.2- FISIOPATOLOGIA DA DOR NEUROPATICA

1.2.1- Reacdao inflamatoria periférica

A lesdo em um nervo periférico € acompanhada do estabelecimento de uma
resposta inflamatoria localizada que promove a sua desmielinizagcdo e
consequentemente a sua degeneracdo, processo conhecido por degeneracdo
walleriana. Tem sido descrito recentemente a intensa participacdo de células
inflamatoérias neste processo, enfatizando principalmente o papel dos macréfagos
(SCHOLZ & WOOLF, 2007).

A resposta inflamatéria que se segue a injuria do nervo periférico € uma
resposta classica com ativacdo de macréfagos residentes e células de Schwann
presentes na area da lesdo, proporcionando reducdo da barreira hematoneural e
aumento da permeabilidade vascular. Inicialmente a liberagcdo de mediadores como
o fator de crescimento do nervo (NGF) e o leucotrieno B4 (LTB4) é responsavel pelo
recrutamento de neutrofilos (PERKINS & TRACEY, 2000), cujo papel principal é
exercido nas primeiras 24 horas apos o0 estabelecimento da lesdo. Outros
mediadores inflamatorios importantes nesta etapa inicial de recrutamento celular sao
as quimiocinas como CCL2, CCL3 e CCL5, cujas ag¢bes proporcionam o
recrutamento de mondcitos e linfécitos T contribuindo, desta forma, para
amplificagdo da resposta imunologica (OH et al.,, 2001). Destacam-se ainda a
participagdo de outros mediadores como as citocinas proé-inflamatérias fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 1 beta (IL-1B), as metaloproteinases
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(MMP) e os mediadores lipidicos como a prostaglandina E,, cujas liberacdes e a¢cdes
sdo orquestradas principalmente por macrécagos e células de Schwann,
proporcionando tanto a sensibilizacdo das fibras sensoriais aferentes quanto a sua
degeneracédo (CUNHA et al., 2005; SHUBAYEYV et al., 2006).

Os mediadores inflamatdrios sédo os principais responsaveis pela conexao entre
células do sistema imune e 0s neurdnios lesionados no decorrer da resposta
inflamatoria. Mediadores como o TNF-a e a IL-1B produzidos por macrofagos
ativados, por exemplo, sensibilizam o0s nociceptores aferentes primarios e
contribuem para manutencdo do ambiente inflamatério sustentando o recrutamento
celular, levando ao surgimento da dor. Da mesma forma, a liberacdo de IL-13 por
macrofagos aumenta a liberacdo de NGF por células de Schwann cujo objetivo final
€ a promogdo do crescimento axonal e a regeneracdo (LINDHOLM et al., 1987).
Além disso, o NGF também é capaz de ativar e sensibilizar diretamente os
nociceptores aferentes primarios contribuindo também para o inicio da dor (MALIN et
al., 2006).

Esta comunicacdo entre células inflamatérias e neurdnios sensoriais primarios
pode favorecer o crescimento do nervo através de um processo regenerativo,
proporcionando uma adaptag¢ado a condicdo ou pode desencadear uma resposta mal
adaptada disparando o desenvolvimento da dor cronica (SCHOLZ & WOOLF, 2007).
Portanto, a distincdo entre 0s sinais necessarios para a regeneracdo do nervo
lesionado dos que disparam a dor neuropatica pode ser um caminho para o

desenvolvimento de novos farmacos.

1.2.2 - Alteracdes no ganglio da raiz dorsal (DRG): A sensibilizacao periférica

A lesdo nos aferentes primarios de um nervo sensorial também produz
mudancas na regido onde se localizam os corpos celulares destes neurdnios
presentes no DRG. Nestes ganglios encontramos uma populacao de células imunes
residentes, como macrofagos e linfocitos T, e células satélites da glia (SGC), que
sdo ditas células gliais periféricas que circundam os neurbnios. O estresse
metabdlico gerado pela lesdo dos axdnios promove a ativagdo dos neurdnios
presentes nos DRG e este liberam quimiocinas como a CCL2 e a fraquitalcina que
promovem o recrutamento de macréfagos e linfocitos T para o DRG, aumentando a

populacdo destas células nesta regidao (WHITE et al., 2005; HU & MCLACHLAN,
22



2003). Além deste efeito sobre células imunes, estes mediadores também
apresentam acbes pardcrinas em outros neurdnios contribuindo para a
sensibilizacdo (WHITE et al., 2005).

O estresse metabolico também aumenta a concentracdo de trifosfato de
adenosina (ATP) no DRG, estes mediadores séo liberados por neurdnios e sao
fundamentais na fase inicial de resposta a injaria, assim como na manutencao das
alteracdes mal adaptadas presentes na dor neuropatica (INOUE, 2007). O ATP é o
responsavel pela ativacdo de célula satélites da glia, macrofagos residentes e,
posteriormente, dos recrutados através da sua ligacdo aos receptores purinérgicos
P2X; presentes nestas células. Desta forma, a ativacao dos receptores P2X; conduz
ao aumento na producao de citocinas pro-inflamatérias, destacando-se o TNF-a e a
IL-1B (ZHANG, 2007).

Assim como nos terminais periféricos lesionados, o TNF-a e a IL-1p exercem
papéis fundamentais na interacdo centre células imunes e neurbnios do DRG,
contribuindo para sensibilizacdo periférica que caracteriza as alteracdes neuronais
mal adaptadas da dor neuropatica (COSTIGAN et al, 2002; WOLF et al., 2006). A
principal agcdo do TNF-a sobre os neur6nios ocorre através da ativacdo do seu
receptor expresso na membrana neuronal, o0 TNFR1, que promove a sensibilizacao
de canais de sodio resistentes a tetrodoxina (TTX-S Na*) e o aumento da expressao
do receptor de potencial transiente ativado por vaniléides do tipo 1 (TRPV1) (JIN &
GEREAU, 2006; NICOL et al, 1997), contribuindo para o surgimento da
hipersensibilidade mecéanica e térmica. Além disso, animais deficientes para o
receptor de IL-18 ou animais normais tratados com o antagonista enddégeno do
receptor de IL-1B apresentam reducdo no numero de disparos ectdpicos,
representando inibicdo da dor espontanea (Figura 1).

As alteracbes neuronais promovidas por mediadores inflamatérios no
desenvolvimento da dor neuropatica sdo responsaveis pela hipersensibilidade e
atividade ectépica espontanea nas fibras nociceptivas C (fibras de pequeno diametro
e ndo mielinizadas) e Ad (fibras de médio didmetro e mielinizadas). Estas alteracdes
ocorrem devido ao aumento da expressdo de receptores e canais iGnicos que
controlam a excitabilidade neuronal (BARON, 2006). Dentre as modificacdes
responsaveis pelo aumento da excitabilidade neuronal apdés a injaria do nervo,

destaca-se 0 aumento na expressdo de canais de sédio dependentes de voltagem

23



do tipo 1.3 e 1.8 (Na,1.3 e Na,1.8, respectivamente) (WOOD et al., 2004). Danos
aos nervos periféricos também proporcionam modificagbes quanto ao padrdo de
expressdo de receptores como o TRPV1, cuja ativacdo € modulada por estimulos
quimicos e térmicos. Foi demonstrado em modelos experimentais que apos a lesao
parcial do nervo ciético ha uma reducao da expressdo do TRPV1 em fibras aferentes
lesionadas, porém aumento significativo na sua expressdo nas fibras C e A néo
danificadas, contribuindo assim para a hipersensibilidade térmica (HUDSON et al.,
2001) (Figura 1).

A ativacdo de receptores purinérgicos do tipo P2X na membrana neuronal
também contribui para o desenvolvimento fisiopatoldgico da dor neuropatica. A
ativacado dos receptores P2X, e P2X3 € responsavel pela a sensibilizacdo de canais
de Nay, principalmente Na,1.3 (CHEN et al., 2005, MO et al., 2011) (Figura 1).

Recentemente outro receptor transiente tem tido o seu papel na
sensibilizacdo periférica apos a injuria do nervo revelado, o TRPAL. A sensibilizagao
deste receptor estad relacionada com o estabelecimento da hipersensibilidade a
estimulos mecanicos e térmicos, especificamente ao frio, apds inflamacéo ou injuria
do nervo (PETRUS et al, 2007). Adicionalmente, Obata e colaboradores (2005)
mostraram aumento da expressao do receptor TRPA1 no DRG apés lesdo do nervo
espinhal e esta alteracdo € fundamental para o desenvolvimento da
hipersensibilidade ao frio.

Portanto, as alteracbes até entdo mostradas no DRG demonstram a
importdncia da comunicacdo entre células imunes e células neuronais, que
contribuem para o processo de sensibilizacdo periférica. Destas interacdes surgem
as alteracdes mal adaptadas importantes para a manifestacdo dos sintomas téo
frequentes nos pacientes que sofrem de dor neuropatica como a alodinia, a

hiperalgesia e disparos espontaneos de dor.
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Figura 1: Mecanismo de sensibilizacdo periférica em neurénios do DRG. Apds a injdria do nervo o
estresse metabdlico inicia a ativagdo de células do sistema imune aumentando a producdo de
mediadores inflamatorios, cuja acdo final € sensibilizar e aumentar a expressédo de receptores e

canais ibnicos na membrana neuronal.

1.2.3 - A sensibilizacao central

O processo de sensibilizacdo periférica observado no desenvolvimento e
evolucdo da dor neuropatica gera hiperexcitabilidade neuronal que é transmitida ao
SNC. ModificagBes secundérias sdo observadas nos neurénios do corno dorsal da
medula espinhal, local de transmissédo da informacéo nociceptiva da periferia para o
SNC. O fenbmeno da hiperexcitabilidade neuronal também ¢é evidente nestes
neurénios apos a injuria de um nervo periférico e alteracbes mal adaptadas sao
também observadas. Estas alteragcOes fisiopatolégicas no SNC que culminam na
facilitacdo das sinapses consistem no processo de sensibilizacao central.

A transmissao sinaptica nociceptiva no corno dorsal da medula espinhal se da
atravées da liberacdo de glutamato pelos terminais pré-sinapticos das fibras
nociceptoras, este ativa receptores do tipo AMPA e NMDA na membrana pos-
singptica gerando potencial de agdo nos neurbnios de segunda ordem e

promovendo a producao de prostaglandina E, (PGE>) e 6xido nitrico (NO) que atuam
25



na membrana pré-sinaptica aumentando a liberagdo de mais glutamato e substancia
P (JI & WOOLF, 2001), sustentando, desta forma, a transmissao da informacao
nociceptiva. Durante o quadro de dor neuropatica o processo de transmissao
sinaptica nociceptiva torna-se muito mais complexo, com a participacdo de células
ndo neuronais como células da glia que contribuem para o0 processo de
sensibilizacao central.

As células componentes da glia (microglia, astrécitos e oligodendrdcitos)
atuam como células imunocompetentes no sistema nervoso central e a ativacéo
destas constitui um componente essencial para a compreensao do desenvolvimento
da neuropatia. O trauma em um nervo periférico produz mudangas sinapticas em
neurénios do corno dorsal da medula espinhal promovendo hiperexcitabilidade
neuronal. Estas mudancas envolvem aumento da liberacdo de neurotransmissores
como glutamato, ATP e substancia P. A liberacdo exacerbada de glutamato e ATP
ocasiona ativacao de receptores AMPA e P2X,, respectivamente, na membrana de
microglia e astrécitos levando a ativacao de vias de sinalizacao intracelular. Dentre
essas vias destacam-se as das proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPK)
(ERK, p38 e JNK) que aumentam a liberagdo de citocinas, como o fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e interleucina 1B (IL-1B), e a de neurotrofinas (BDNF e NGF)
(MILLIGAN & WATKINS, 2009). Estes mediadores atuam nos neurdnios do corno
dorsal da medula espinhal promovendo algumas alteracbes sindpticas.
Recentemente tem sido relatado que as citocinas TNF-a e a IL-18 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 € capaz de causar inversdo de polaridade
de correntes ativadas pelo neurotransmissor inibitorio GABA em neurénios da lamina
espinhal (COULL et al., 2005). Ademais, citocinas promovem aumento na producao
de PGE; e NO gque estdo envolvidos na amplificacdo da excitabilidade de neurdnios
de projecao da dor (Figura 2).

A microglia e os astrécitos exercem papel essencial na regulacdo da
transmissdo sinaptica, pois sdo as células responsaveis pela depuracdo do
neurotransmissor excitatorio glutamato presente na fenda sinaptica. 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 sinaptica. Porém sob exposicdo prolongada ao glutamato (MILLIGAN &
WATKINS, 2009) e ativacdo de proteinas quinases como a ERK (TAWFIK et al.,
2006), ocorre a internalizacdo destes transportadores, contribuindo para a
manutencao da sensibilizac&o central.

A transmissao sinéptica nociceptiva também é modulada fisiologicamente por
neurotransmissoes inibitérias como as disparadas pela via inibitéria descendente da
dor. Os principais neurotransmissores envolvidos nesta via sdo 0 neurotransmissor
inibitério acido gama-aminobutirico (GABA) e noradrenalina. Outros sistemas
também estdo envolvidos como o sistema opidide, o sistema canabindide e o
sistema adenosinérgico (TAYLOR, 2009). A principal acdo desta via consiste na
reducdo da atividade dos neurdnios de projecédo, porém suas acdes modulatorias
sobre a transmissdo sindptica também estdo alteradas apds o estabelecimento da
dor neuropética.

O sistema opidide se encontra alterado apds o estabelecimento da dor
neuropatica. Seguindo a injaria de um nervo periférico observou-se reducdo na
expressdo do RNA mensageiro (MRNA) para o receptor g opidide (MOR) nos
neurdnios lesionados do DRG e nos seus terminais centrais no corno dorsal da
medula espinhal (KHONO et al., 2005). Da mesma forma, os efeitos inibitérios da
norepinefrina através da ativagdo do receptor a2-adrenérgicos também estdo
suspensos apos injuria do nervo periférico (RAHMAN et al., 2008).

Desta forma, o desenvolvimento de hiperexcitabilidade neuronal em neurénios
do corno dorsal da medula espinhal com facilitagcdo sinaptica, € desencadeado por
ativacdo de células gliais e reducdo das vias de neurotransmissao inibitorias que
regulam a transmissdo sindptica. Todos estes eventos sdo responsaveis pela
plasticidade sindptica mal adaptada que culmina no processo de sensibilizacdo

central durante a dor neuropética.
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Figura 2: A interacdo entre neurdnios e células gliais no estabelecimento da sensibilizacdo central
apos a injaria de um nervo periférico. Na dor neuropética a plasticidade siniptica mal adaptada gera
hiperexcitabilidade neuronal provocada por mecanismos complexos, envolvendo ativacdo de células

gliais e perda da neurotransmisséo inibitéria.

1.3 — TRATAMENTO DA DOR NEUROPATICA

Apesar de todos 0s avangos recentes na compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos nos diversos tipos de dor neuropatica, o seu tratamento
permanece um desafio para os clinicos. A primeira dificuldade resulta da
heterogeneidade dos mecanismos de dor neuropética associada aos componentes
psicologicos e emocionais envolvidos na dor crénica. Outro aspecto esta relacionado
a eficacia terapéutica dos agentes farmacologicos atualmente empregados. Estudos
recentes tém mostrado que as terapias utilizadas sao responsaveis entre 30% e

50% de alivio da dor e este numero é observado em apenas 50% dos pacientes
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(BUTERA, 2007). Geralmente alivio minimo de 30% da dor apoOs tratamento
farmacoldgico ja € considerado significativo em pacientes portadores de dor
neuropatica (BARON et al., 2010). O alto indice de efeitos adversos consiste em
outra dificuldade encontrada por clinicos para a escolha da terapia adequada.

As terapias farmacologicas atualmente empregadas no tratamento da dor
neuropatica estdo baseadas na reducdo dos sintomas clinicos, apenas suprimindo a
atividade neuronal sem proporcionar qualquer efeito sobre a modificacdo da doenca.
Dentre estas terapias, podemos citar:

A Ligantes de can atlisSaa Ermacos Ide l2olinhd) gara o
tratamento da dor neuropatica, tendo como representantes a pregabalina e a
gabapentina. Atuam inibindo canais de calcio expressos nos terminais
centrais dos nociceptores aferentes primarios, inibindo a liberacdo de
neurotransmissores. Os seus principais pontos negativos sao o elevado custo
do tratamento com estes farmacos, além de apresentarem eficacia parcial e
proporcionarem efeitos adversos como tonteira, edema periférico e sedacéao
(DWORKIN et al., 2007)

A Antidepressivos triciclicos e Inibidores da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina: S&o farmacos comumente utilizados no tratamento de
diversos tipos de dor neuropatica. Atuam inibindo a recaptacdo de
noradrenalina e serotonina, reforcando a via inibitéria da dor. Como
representantes desta classe tém-se a amitriptilina e a duloxetina. Apesar do
tratamento com estes farmacos 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).

A Carbamazepina: Farmaco utilizado apenas em combinacdo com os farmacos
de 12 linha. Atua inibindo os canais de Na'y. Principal problema seria a
reduzida eficacia.

A Analgésicos Opidides: Farmacos utilizados em diversos tipos de dor
neuropatica. Atuam nas membranas pré e pés-sinaptica inibindo a ativagéo
neuronal. Apresentam eficacia reduzida devido a reducdo da expressao dos
receptores MOR e, além disso, seu uso em longo prazo pode causar

alteracdes imunologicas, dependéncia e sindrome de abstinéncia.
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A Féarmacos para uso tépico: Capsaicina e lidocaina. Sdo utilizados apenas
quando se conhece o local da lesdo do nervo. Proporcionam apenas alivio
parcial dos sintomas e de curta duracao.

A auséncia de alternativas terapéuticas altamente eficazes e seguras para o
tratamento em longo prazo, como requer pacientes que sofrem com dor neuropatica,
tem impulsionado a busca por novos farmacos. Esta busca tem se baseado
fundamentalmente em farmacos que controlem ndo apenas a atividade neuronal,
mas que sejam eficazes também na modificacdo da doenca atuando em alvos
especificos das alteragdes neuro-inflamatoérias que acompanham o desenvolvimento

da doenca.

1.4 — DOR NEUROPATICA: NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS

1.4.17 Citocinas Inflamatérias

Analisando os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no desenvolvimento e
evolucdo da dor neuropatica, constata-se o papel da resposta inflamatdria como
essencial para os processos de sensibilizacdo periférica e central. Desta forma,
surgem como alternativas terapéuticas inovadoras o controle da atividade de células
que participam desta resposta na periferia (macréfagos, linfécitos T e células
satélites da glia) e no SNC (células da glia) (SCHOLZ & WOOLF, 2007). A forma
mais amplamente estudada de modulacdo da atividade destas células no contexto
da dor neuropética consiste em controlar a producdo de citocinas inflamatérias
(MILLER et al., 2009).

A inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias surge como principal
alvo terapéutico no controle de células imunes e células da glia. Dentre estas
citocinas, duas se destacam no desenvolvimento da dor neuropatica: O TNF-a e a
IL-1B. Os niveis destes mediadores pro-inflamatorios estdo elevados tanto no SNP
guanto no SNC ap6s injuria do nervo ciatico, bem como a expressdo dos seus
receptores (UCEYLER et al., 2007; SWEITZER et al.,1999; IGNATOWSKI et al.,
1999). Por exemplo, foi comprovado aumento da expressao dos receptores do TNF-
a TNFR1 e TNFR2 no DRG apds leséo do nervo espinhal (SCHAFERS et al., 2003).
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Além destas respostas em modelos experimentais, foi também observado aumento
dos niveis séricos de TNF-a e IL-13 em pacientes com injuria da medula espinhal
(DAVIES et al., 2007). A participacdo destes mediadores na dor neuropética envolve
aumento da excitabilidade das fibras Ad e C presentes no DRG e dos neurdnios de
projecado presentes no corno dorsal da medula espinhal (JIN & GEREAU, 2006;
KAWASAKI et al., 2008).

Algumas intervencbes, farmacoldgicas ou de biologia molecular, foram
avaliadas em modelos experimentais na tentativa de inibir as a¢des da citocinas pro-
inflamatérias e validd-las como alternativa terapéutica no tratamento da dor
neuropatica. A delecdo da expressédo génica do receptor TNFR1 é responsavel por
reducdo do sintoma de alodinia mecéanica em animais submetidos a um modelo de
dor neuropética (CHEN et al., 2011). A mesma eficacia é obtida quando se trata
animais submetidos a constricdo crénica do nervo ciatico (CCIl) com o inibidor de
TNF-a, a talidomida (GEORGE et al., 2000). Outras ferramentas farmacologicas
também foram utilizadas para o tratamento da dor neuropéatica em modelos animais
apresentando eficacia proeminente. Uma delas é o farmaco minociclina, um
antibiético derivado da tetraciclina e que ultrapassa a barreira hematoencefalica. A
minociclina é conhecida também como um inibidor de microglia e astrécitos
reduzindo a producdo de TNF-a e IL-1B por estas células (MARCHAND et al., 2009).
Outros moduladores eficazes sdo a propentofilina (metilxantina inibidora da ativacéo
de astrocitos) e o etanercept (uma proteina fundida bloqueadora de TNF-a)
(MARCHAND et al., 2009; TAWFIK et al., 2007).

A producéo de citocinas pro-inflamatérias por células imunes e células da glia
envolve a participacdo de vias de sinalizacdo intracelulares importantes e dentre
estas se destaca a da MAPK p38. A MAPK p38 surgiu como um alvo inovador no
tratamento da dor neuropatica devido a sua participacdo fundamental na producéo
de TNF-a e IL-1B por células da glia no SNC. A via de sinalizacdo da MAPK p38
nestas células pode ser disparada por ativacdo de TLR ou receptores de citocinas
promovendo aumento na expressao de enzimas (ex.. COX-2) e aumento na
liberacdo das proprias citocinas (ex.: TNF-a e IL-1B) (KIM et al., 2007; JI & SUTER,
2007), contribuindo para a manutencao de alteracdes sinapticas e da sensibilizagéao
central. Além disso, a injuria de um nervo aumenta em torno de 35% a ativacdo de

p38 em neurdnios do DRG (JIN et al., 2003), e a ativacao desta proteina também é
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fundamental para o aumento da expressao de TRPV1(JI et al., 2002). O inibidor de
MAPK p38, SB203580, reduz a alodinia mecanica produzida por injaria do nervo
espinhal (MILLIGAN et al., 2003).

Outro composto planejado como inbidor de MAPK p38, o SB-681323 (Figura
3), pertencente ao plantel da industria farmacéutica GlaxoSmithKline, entrou no ano
de 2009 para estudos de fase Il para o tratamento da neuralgia pés-herpética e teve
seus estudos concluidos. (http:/clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00390845?term=SB-
681323&rank=6, acessado em 20 de agosto de 2013)

- d
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Figura 3: SB-681323, inibidor de MAPK p38, em fase Il para o tratamento de neuralgia pés-herpética.

Além de controlar a producéo de citocinas pré-inflamatorias, a modulacédo da
producdo de citocinas anti-inflamatérias também tem se mostrado uma excelente
alternativa terapéutica. A principal citocina anti-inflamatoria liberada por células
imunes e células gliais é a interleucina 10 (IL-10) e o seu papel na dor neuropatica
estd bem descrito. A administracdo intratecal desta citocina reverte a alodinia
mecanica promovida por injaria do nervo ciatico. Aléem disso, a terapia génica com
um plasmideo contendo o gene para IL-10 também foi capaz de reverter a alodinia
mecanica com efeito prolongado mesmo com apenas uma dose (WANG et al., 2012;
MILLIGAN et al., 2006). Uma outra alternativa consiste em aumentar a producao
endogena de IL-10 utilizando, por exemplo, o ibudilaste, um inibidor de
fosfodiesterase 4 (PDE4) que aumenta a producéo de IL-10 em células da glia ao
aumentar os niveis intracelulares de AMPc (LEDEBOER et al., 2006).
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Portanto, a modulagédo da producédo de citocinas pré e anti-inflamatorias tem
sido validada nos modelos experimentais de dor neuropética como alternativa
terapéutica inovadora para o tratamento da dor neuropatica, impulsionando a

descoberta de novos farmacos que atuem nestes sistemas.

1.4.27 Receptores de potencial transitorio (TRP)

Receptores de potencial transitorio sdo canais catibnicos chaves envolvidos
na transducao da informacgao sensorial. Eles foram identificados primeiramente em
Drosophila Melanogaster como um fotorreceptor de ativacao transitéria, ja que ele
nao apresentava resposta sustentada frente ao estimulo (luminosidade) (MONTELL
& RUBIN, 1989). TRP expressos em neurdnios de diversas espécies sao
responsaveis pela transmissdo de diversos estimulos sensoriais como olfato, viséo,
paladar, sensacdo mecanica, sensacao térmica e osmorregulacdo (CLAPHAM,
2003). A relacdo destes receptores com a transmissdo nociceptiva foi primeiro
determinada a partir da identificacdo de que um dos seus representantes, o TRPV1,
responde a estimulos nocivos térmicos e quimicos. Desde entédo, diversos TRP tém
sido caracterizados e sua expressao nos nociceptores conferem-lhes uma
propriedade polimodal, visto que estes receptores respondem a estimulos quimicos
térmicos e mecanicos (CLAPHAM et al., 2003). Os subgrupos de TRP conhecidos
sdo: TRPA, TRPC, TRPM, TRPP e TRPV. Dentre todos estes, 0s que exercem
papel destacavel na transmisséo da resposta nociceptiva sdo TRPAL e TRPV1.

TRPAL é o unico membro do subgrupo de receptor TRPA cuja caracteristica
estrutural € definida pela repeticao de residuos ankirinas no seu dominio N terminal.
As repeticdes de ankirina sdo 33 motivos de aminoacidos que sdo encontrados em
diversas proteinas mediando as interagdes proteina-proteina (STORY et al., 2003).
Estes receptores estdo expressos em uma populagdo especifica de fibras C que
expressam o receptor do fator de crescimento do nervo (TrkA) e o receptor TRPV1
(JORDT et al., 2004). Sua acdo na condugdo de estimulos nocivos mecéanicos e
térmicos permanece controversa, porém esta bem estabelecida a sua ativagao por
agentes irritantes causadores de dor e inflamagdo como alilisotiocianato (AITC),
alicina e cinamaldeido (HINMAN et al., 2006; ANDRE et al., 2009). Além destes
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ativadores, existem os ativadores enddgenos que consistem de produtos de
peroxidacado lipidica como o 4-hidroxinonenal (4-HNE) e a prostaglandina J, (15d-
PGJ,) (TREVISANI et al., 2007; CRUZ-ORENGO et al., 2008). A forma de ativagao
mais comum do TRPAL por todos estes agentes se da por modificacdo covalente de
residuos especificos de cisteina presentes no dominio N terminal, justamente nos
residuos de ankirina, porém ha também outras formas de ativagdo que ndo por
ligacdo covalente (HINMAN et al., 2006; RYCKMANS et al., 2011).

O papel do receptor TRPA1 na modulacao nociceptiva ja esta relatado, porém
apresenta controvérsias. Ha trabalhos que mostram que a ativacdo de TRPAL é
fundamental para manifestacdo de alodinia ao frio e alodinia mecénica, porém isto
permanece por ser melhor caracterizado (PETRUS et al.,, 2007; CASPANI &
HEPPENSTALL, 2009). Alguns trabalhos mostram ainda que a delecao do receptor
TRPA1 proporciona um déficit de sensacdo mecénica e de sensacdo ao frio em
modelo de dor inflamatoria, sendo a utilizagdo do antagonista AP-18 também eficaz.
Outro antagonista, o0 HC-030031, foi capaz de reduzir a hipersensibilidade mecanica
induzida por lesdo do nervo espinhal. A expressao destes receptores parece estar
reduzida nos nervos lesionados na maioria dos modelos experimentais de dor
neuropatica, porém ha aumento da sua expressdo em nervos nao lesionados
(STAAF et al., 2009). O receptor TRPA1 também é expresso na medula espinhal e
sua ativacdo nesta regido produz um intrigante efeito analgésico (ANDERSON et al.,
2011).

O TRPV1 é um canal ndo seletivo para cations, predominantemente expresso
por nociceptores periféricos nas fibras C e Ad, cuja ativagdo ocorre por diversos
tipos de estimulos incluindo préton (pH<6,0), alta temperatura (> 43°C), e estimulos
quimicos nocivos como 0 composto pungente capsaicina (CATERINA et al., 1997).
Além destes tipos de estimulos, temos ligantes endégenos capazes de ativar o
receptor como o endocanabindide anandamida (ANA) (SMART et al., 2000). TRPV1
pode ainda se inibido por acédo do bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP,) intracelular
(CHUANG et al.,, 2001). Em um ambiente inflamatorio ha sensibilizacdo destes
canais por mediadores inflamatorios como a bradicinina, o NGF e a PGE,, por
mecanismos dependentes de fosforilacdo do receptor através da ativacdo das
proteinas quinases C e A (PKC e PKA, respectivamente), potencializando a agéo do
TRPV1.
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O envolvimento do receptor TRPV1 na modulagcdo da resposta nociceptiva
esta bem caracterizado, participando ndo apenas da dor aguda, mas também dos
estados de hipersensibilidade induzidos pela resposta inflamatéria (CATERINA et
al., 2000). Animais deficientes para este receptor apresentam reduzida sensibilidade
a estimulos nocivos térmicos, bem como reducdo da hiperalgesia térmica associada
com processo inflamatério (CATERINA et al., 2000). Apds estimulo inflamatorio,
observa-se aumento na expressdo do TRPV1 nos terminais periféricos e centrais
das fibras C e Ad do DRG, aumentando sua excitabilidade e, consequentemente, a
sinalizagdo glutamatérgica na medula espinhal. Da mesma forma, h4 aumento na
expressdo do TRPV1 em fibras ndo danificadas apés a injaria do nervo periférico.
Mediadores inflamatérios contribuem para este aumento por mecanismos
dependentes da ativacdo da MAPK p38, como o TNF-a (HUDSON et al., 2001). O
aumento da expressao deste receptor na medula espinhal parece ndo estar
relacionado apenas com a hipersensibilidade térmica, mas também com a
hipersensibilidade mecéanica (KANAI et al., 2005).

Corroborando estes dados, varios antagonistas do receptor TRPV1 foram
desenvolvidos e suas eficacias comprovadas na reducdo da hipersensibilidade
térmica de animais submetidos a injaria de um nervo periférico, como o AMG9810 e
0 LASSBI0-881 (GAVVA et al.,, 2005; TRIBUTINO et al., 2010). Reducdo da
hipersensibilidade mecéanica também €& observada com antagonistas TRPV1 que
ultrapassam a barreira hematoencefalica (WATABIKI et al., 2011). Alguns destes
antagonistas atingiram a fase de estudos clinicos, porém a manifestacdo de
hipertermia levou a interrupcao dos seus estudos (GUNTHORPE & CHIZH, 2009). A
hipertermia surge como principal efeito adverso dos antagonistas TRPV1, devido a
participacdo deste receptor no controle da temperatura corporal principalmente no
hipotalamo (GAVVA et al., 2008).

Portanto, sendo TRPAl1 e TRPV1 receptores chaves na conducdo da
resposta nociceptiva tanto no SNP quanto SNC, uma vez comprovadoa suas
participacdes no estabelecimento e evolugdo da dor neuropética, eles surgem como
alvos terapéuticos importantes para o controle da resposta neuronal mal adaptadas

nesta doenca.
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1.4.37 Receptores de Adenosina

Adenosina é um nucleosideo purinico envolvido nas respostas imunes,
nociceptiva, locomotoras, cardiovasculares, sono e neuroprotecdo. As acfes das
enzimas metabolizadoras adenosina desaminase (ADA) e adenosina quinase (AK)
sd0 responsaveis por baixos niveis teciduais deste nucleosideo, entretanto a
concentracdo de adenosina tecidual aumenta principalmente em condicfes de
estresse metabodlico. A adenosina € o ligante de receptores metabotropicos
especificos (ARs), sendo identificados quatro subtipos: Az, Aoa, Azg € Az, Ou também
ADORAL, ADORA2A, ADORA2B, ADORA3 (FREDHOLM et al., 2001).

A ativacdo dos receptores A; e Az inibe a adenilato ciclase (AC) via proteina
G i, resultando no aumento da atividade da fosfolipase C (PLC) via subunidade G; g,

enquanto Aya e Azs ativam a AC por meio da proteina Ggs. O receptor Aza pode
ainda induzir a formacao de inositol trifosfato (IP3). Todos os quatro subtipos podem
ainda ativar MAPKs possibilitando os processos celulares de crescimento,
diferenciacéo, sobrevivéncia e morte (JACOBSON & GAO, 2006).

No contexto das respostas imune e nociceptiva destacam-se as vias de
sinalizacdo disparadas por ativacdo dos receptores A; e Asa. O receptor A; €
altamente expresso nas fibras nociceptivas, tanto nos ramos periféricos quanto nos
ramos centrais, em neurdnios da medula espinhal, células imunes e outras células
do organismo. A ativacdo destes receptores em neurbnios nociceptivos periféricos
produz analgesia por ativar canais de potassio sensiveis ao ATP (KATP) e
hiperpolalizarem estas células. Ja nos ramos centrais destes neurbnios a ativagéo
do receptor A; promove inibicdo do canal Ca, e reducao da liberacdo de glutamato
(Figura 4). Desta forma, inibindo a liberacdo de neurotransmissores e reduzindo a
ativacdo neuronal o receptor A; produz-se um efeito analgésico. As acbes do
receptor A; na modulacdo da resposta nociceptiva incluem a reducdo da alodinia
mecanica e da hipersensibilidade térmica, bem como ag¢fes inibitérias sobre a dor
espontanea em modelos de dor neuropatica (LIMA et al., 2010; LYNCH et al., 2003).
A reducdo da dor espontanea é um dos empecilhos ao desenvolvimento de
farmacos para o tratamento da dor neuropatica (BENNETT, 2012).

Moduladores do receptor A; foram desenvolvidos e avaliados em modelo

experimentais para o tratamento da dor neuropética. O agonista do receptor, CPA,
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foi avaliado em modelo de injuria do nervo periférico mostrando excelente eficacia
terapéutica. Porém o tratamento com CPA de animais sem lesdo reduziu as suas
sensibilidades térmica e mecéanica (GONG et al., 2010). O modulador alostérico do
receptor A;, T-62 (King Pharmaceutical®), atingiu a fase Il de estudos clinicos para o
tratamento da dor neuropatica (JACOBSON & ZHANG-GUO, 2006).

Figura 4: Sinalizagdo do receptor de adenosina A; na transmissdo sinaptica no corno dorsal da
medula espinhal. A ativacéo do receptor A; promove inibicdo de VGCC e da liberagcéo de glutamato

pelos nociceptores aferentes primarios, além de ativar canais KATP na membrana pés-sinaptica.

O receptor Apa também é expresso em neurbnios do DRG, porém ele é
predominantemente expresso em células imune e células da glia, controlando a
resposta nociceptiva através da modulacdo da producdo de mediadores
inflamatoérios (SAWYNOK & LIU, 2003). A ativacdo do receptor A,a em células da
glia reduz a producdo de citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-a e IL-13, e em
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contrapartida aumenta a producdo da citocina anti-inflamatdria IL-10, reduzindo a
hipersensibilidade mecéanica e térmica em modelos de dor neuropética (INOUE,
2006). O que reforca a ideia deste receptor como alvo terapéutico para o tratamento
da dor neuropatica é o fato da sua expressdao em microglia s6 ser observada
mediante estimulo neuropatico (ORR et al.,, 2007). Em concordancia com estas
observacdes, agonistas do receptor A,a foram avaliados em modelos de dor
neuropatica reduzindo as respostas de hipersensibilidade e até mesmo a dor
continua. Destaque para o efeito da administracéo intratecal dos agonistas ATL313
e CGS21680 cuja eficdcia ap6s administracdo Unica produziu efeito duradouros
sobre as hipersensibilidades mecanica e térmica (LEE et al., 1996; LORAM et al.,
2009).

Outro mecanismo de modulacdo das acdes dos receptores de adenosina
consiste na regulacdo dos niveis de adenosina. A forma mais estudada para
aumentar a concentragdo extracelular de adenosina fundamenta-se na inibicdo da
enzimas metabolizadoras, adenosina desaminase (ADA) e adenosina quinase (AK)
(ZYLKA, 2011). O ABT-702, um inibidor de adenosina cinase, mostrou eficacia
terapéutica em modelo de injaria do nervo ciatico (SUZUKI et al.,, 2001). Outro
exemplo é a propentofilina cuja acdo moduladora sobre astricitos e eficacia nos
modelos de dor neuropatica sdo mediadas por aumento na concetracao extracelular
de adenosina (SAWYNOK & LIU, 2003).

Modulando a atividade neuronal e imune, os receptores de adenosina se
destacam como bons alvos terapéuticos no tratamento da dor neuropética, com
eficacia j& comprovada em modelos experimentais. Além disso, uma seguranca
maior tem sido obtida com compostos que aumentam 0s niveis extracelulares de
adenosina devido a auséncia de ativacdo ou inibicdo seletiva para os determinados

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

1.5 — OS DERIVADOS IMIDAZO[1,2-A]PIRIDINICOS

Lacerda e colaboradores planejaram uma série de derivados imidazo[1,2-
a]piridinicos com o objetivo de obter compostos inibidores duais de PGHS-2
seletivos e MAPKp38, chamados simbidticos, visando o aumento da eficacia

terapéutica e diminuicdo dos riscos no tratamento de doencas inflamatorias
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(LACERDA et al., 2009). Os derivados foram entdo avaliados em modelos de
inflamacdo e dor, destacando-se LASSBIi0-1135 (Figura 5), com atividade
antiedematogénica em modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina
(Emax=47,6% e DEso=56,4umol/Kg) e anti-hiperalgésica em modelo de hiperalgesia
térmica induzida por capsaicina, e LASSBio-1141 (Figura 5), com atividade
antiedematogénica no mesmo modelo citado acima (Enax=64% e DEsy=14,3umol/Kg)
e atividade anti-hiperalgésica também no modelo de hiperalgesia térmica induzida

por capsaicina.

LASSBi0o-1135 LASSBio-1141
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Figura 5: Derivados imidazo-piridinicos mais potentes e eficazes em modelos de triagem

farmacolégica para atividade anti-inflamatéria e analgésica.

Lima, durante sua dissertacdo de mestrado, mostrou que os derivados
imidazo[1,2-a]piridinicos, LASSBio-1135 e LASSBIi0-1141, sdo capazes de inibir a
hiperalgesia térmica induzida por carragenina, por LPS e por capsaicina, sendo
LASSBIi0-1135 mais eficaz em reduzir a hiperalgesia induzida por capsaicina onde
reverteu completamente a resposta.

LASSBIi0-1135 e LASSBI0-1141 inibiram a migracdo de neutréfilos para o
local da inflamacdo no modelo de hiperalgesia térmica induzida por carragenina,
reduzindo a producdo de TNF-a no tecido cutaneo lesionado. Além disso, o efeito
sobre a producédo desta citocina foi avaliado em cultura de macréfagos peritoneais
de camundongos estimulados com LPS e ambos inibiram diretamente a producéo de
TNF-a.
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Apesar de apresentarem semelhancgas estruturais, LASSBio-1135 e LASSBIo-
1141 parecem apresentar mecanismos de acao distintos para as atividades
observadas. Enquanto LASSBIi0-1135 foi capaz de inibir a COX-2 (Clso= 42,2uM) em
modelo de sangue humano total (LACERDA et al., 2009) e tem se mostrado capaz
de inibir a ativagdo e ndo a atividade (como o planejado) da MAPK p38 em
macrofagos estimulados com LPS, LASSBIio-1141 ndo se mostrou capaz de inibir
nem a PGHS-2 nem a ativacao ou atividade da MAPK p38. Entretanto, 0 mecanismo
de acdo de LASSBio-1141parece ser dependente da concentracdo extracelular de
adenosina, ja que suas atividades antiedematogénica e anti-hiperalgésicas séo
blogueadas pela administracdo do antagonista ndo especifico de receptores de
adenosina, teofilina. Adicionalmnete, sua inibicdo sobre a producdo de TNF-a e
atividade anti-hiperalgésica sdo bloqueadas pela utilizacdo de adenosina
desaminase (ADA), uma ectonucleotidase responsavel pela metabolizacdo da

adenosina.

A caracterizagdo primaria do perfil farmacolégico de LASSBIio-1135 e
LASSBIi0-1141 sugere gue estes compostos podem controlar a atividade de células
imunes e a atividade neuronal resultando em efeitos analgésicos e anti-
hiperalgésicos. Portanto, com este perfl de acdo amplo, estes derivados
imidazo[1,2-a]piridinicos se apresentam como protétipos de farmacos Uuteis no

tratamento da dor neuropatica.
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21 OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Considerando as acOes anti-hiperalgésicas dos derivados imidazo[1,2-
ajpiridinicos LASSBIi0-1135 e LASSBIi0-1141 e seus mecanismos de acao
inovadores, constitui objetivo geral deste trabalho estudar a eficacia terapéutica e
mecanismo de acdo destes derivados em modelo de dor neuropatica induzida por

leséo parcial do nervo ciatico.

2.2 — OBJEITVOS ESPECIFICOS

Estudos de eficacia terapéutica

A Estudar o efeito terapéutico anti-hiperalgésico e anti-alodinico dos compostos
LASSBIio-1135 e LASSBI0-1141, administrados por via oral, em modelos
animais de dor neuropética produzida por lesdo parcial do nevo ciatico (PSL),
utilizando estimulos térmicos e mecanicos;

A Utilizar este modelo para avaliar a eficacia temporal dos derivados,
acompanhando a duracdo do efeito anti-hiperalgésico e anti-alodinicos apos
dose Unica,

A Avaliar possiveis efeitos deletérios sobre 0 SNC e SNP como alteragdes
locomotoras e nas sensibilidades basais térmica e mecéanica, apés o
tratamento oral com doses terapéuticas de LASSBIi0-1135 e LASSBi0-1141.

A Realizar estudos curativos avaliando se os compostos permanecem efetivos

apos a interrupcéo do tratamento.

Estudos de mecanismo de agéao

A Quantificar a producdo de citocinas pré-inflamatérias, IL-18 e TNF-a, e da
citocina anti-inflamatéria IL-10 em amostras de medula espinhal e DRG de
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animais submetidos a leséo parcial do nervo ciatico e tratados com LASSBio-
1135 e LASSBIio-1141.

Avaliar o estado de ativacdo de neurbnios do DRG submetidos a lesdo do
nervo ciatico e tratados com LASSBIi0-1135 e LASSBio-1141.

Avaliar a participagéo de receptores TRPV1 e TRPAL no mecanismo de agéo
de LASSBI0-1135 realizando estudos eletrofisiolégicos e de imageamento de
calcio.

Avaliar a participacao do sistema adenosinérgico no mecanismo de acao anti-
alodinico e anti-hiperalgésico de LASSBIio-1141, estudando o envolvimento
especifico dos receptores A; e Aga.

Caracterizar o papel o papel dos receptores de adenosina, quantificar os
niveis de AMPc em amostras de medula espinhal de animais submetidos a
injuria do nervo ciético e tratados com LASSBio-1141.

Avaliar a importancia da IL-10 no mecanismo de acdo de LASSBIi0-1141 para
sua atividade anti-alodinica e anti-hiperalgésica nos animais submetidos a

injaria do nervo ciatico.
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317 MATERIAIS E METODOS
3.1 - MATERIAIS

3.1.17 Reagentes

Alilisotiocianato (AITC) SIGMA
AMG9810 TOCRIS
Anticorpo anti-p38 fosforilada CELL SIGNALLING

BIOTECHNOLOY
Anticorpo anti-p38 CELL SIGNALLING

BIOTECHNOLOGY

Anticorpo anti-lgG 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 Sadio REAGEN

Cloreto de potassio REAGEN

Colagenase tipo 1 SIGMA
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Coquetel inibidor de protease
Dispase

DMSO

DMEM
8-Ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX)
Estreptomicina

FLIPR 5

Fosfato de Potassio Monobasico
Fosfato de Potassio Bibasico
Fura-2

Gabapentina

Goma Arabica

HBSS

HEPES

Mouse IL-10 ELISA Ready-SET-Go!
Ortovanadato de sodio

Penicilina

Kit de dosagem de IL-10

Substrato quimioluminescente Supersignal
Soro fetal bovino inativado

SYBR Green Master Mix
Transcriptase reversa kit

Tris-HCI

SIGMA

INVITROGEN

SIGMA

GIBCO

SIGMA

GIBCO

MOLECULAR DEVICE
REAGEN

GRUPO QUIMICA
INVITROGEN

EMS

SIGMA

GIBCO

GIBCO
eBIOSCIENCE
SIGMA

GIBCO

BD BIOSCIENCE
THERMO SCIENTIFIC
GIBCO

APPLIED BIOSYSTEM
INVITROGEN

SIGMA
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TRIzol

Xilazin

INVITROGEN

SYNTEC

LASSBIi0-1135 e LASSBI0-1141 foram sintetizados, caracterizados e

fornecidos conforme descristo por LACERDA et al. (2009)

3.1.27 Solucdes

A Solucéo tampéo fosfato

Fosfato de sédio monobasico

Fosfato de sédio bibasico

NacCl

KCI

Agua mili-Q

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

A Solucéo de goma arabica 5%

Goma arabica

Agua destilada

A Tampéo RIPA
Cloreto de sédio
NP-40
Deoxicolato de sodio
Dodecil sulfato de soédio
Tris-HCI

A Solucio SES

Cloreto de sodio

0,83 ¢
1849

8,0¢

0,29
g.s.p.10L

59
g.s.p. 100 ml

150 mM
1%
0,5%
0,1%
50 mM

140 mM
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Cloreto de potassio 5mM

Cloreto de célcio 2 mM
Cloreto de Magnésio 1mM
Glicose 10 mM
HEPES 10 mM

A Tampao ND-96

Cloreto de sodio 96 mM

Cloreto de potassio 2 mM

Cloreto de célcio 1,8 mM

Cloreto de Magnésio 1mM

HEPES 5 mM
3.2 — ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados camundongo suicos criados e mantidos no
biotério da Faculdade de Farmécia, localizado no Centro de Ciéncias e Saude (CCS)
na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), e no biotério Central da
Faculdade Medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP) polo de Ribeirdo Preto.
Além destes animais, foram utilizados camundongos da linhagem C57-BL6 do
laboratorio Jackson nos Estados Unidos. Animais deficientes para IL-10 selvagem
foram obtidos do biotério de animais transgénicos da Faculdade Medicina da
Universidade de S&o Paulo (USP) pdlo de Ribeirdo Preto. Todos os animais tinham
entre 7 e 9 semanas de vida e foram mantidos com livre acesso a 4gua e comida,
em condicdes de temperatura ambiente variando de 25 a 28 °C, com ciclo de claro e
escuro de 12 horas.

Todos os experimentos obedeceram aos principios éticos da manipulagcéo
animal de acordo com as normas e principios do uso de animais de experimentacao
em pesquisa, estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), sendo aprovados pelo Comité de Etica para utilizacdo de animais de
experimentacdo da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CEUA-UFRJ), sob o

nimero FARMACIA04.
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3.3 - METODOLOGIAS

3.3.17 Avaliacao da eficacia terapéutica

3.3.1.1 — Ligacéo Parcial do Nervo Ciatico (PSL) (SELTZER et al., 1990)

Camundongos suicos de ambos os sexos foram anestesiados usando uma
solucdo contendo os anestésicos ketamina e xilazina por via intraperitoneal (100
mg/Kg e 20 mg/Kg, respectivamente). Apés 10 minutos foram avaliados parametros
comportamentais que garantissem a anestesia e os animais foram submetidos a
cirurgia para a exposicdo do nervo ciatico da pata esquerda e a neuropatia induzida
pela ligacdo de 1/3 a 1/2 da por¢éo dorsal deste nervo com fio de sutura absorvivel
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 avaliacbes de sensibilidade térmica e
mecanica, bem como o inicio dos tratamentos. Os animais correspondentes ao
grupo controle passaram pelo procedimento cirdrgico com exposicdo do nervo
ciatico, porém nao houve ligacdo deste, a este grupo foi atribuido a denominacao

sham.

3.3.1.2 — Avaliacéo da alodinia mecéanica

A avaliacdo da alodinia mecénica foi realizada utilizando o método descrito
por Decosterd & Woolf (2000). Antes da cirurgia para ligacdo do nervo ciatico os
animais foram ambientados por 1 hora em caixas de acrilico por 3 dias, sendo
submetidos no ultimo dia & determinacéo do limiar mecéanico de retirada utilizando os
filamentos de Von Frey. Para tanto, foram aplicados sob a pata traseira esquerda
uma for¢ca proporcionada por filamentos calibrados (filamentos de Von Frey)
variando de 0,008 g até 2,0 g, cada filamento foi apresentado 5 vezes a pata dos
animais em um intervalo de 60 s, iniciando pelo filamento correspondente a 0,6 g. O
altimo filamento que obteve o maior numero de respostas de retirada da pata foi
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considerado o limiar mecéanico. Animais com sensibilidades maiores que 2 g foram

descartados do experimento.

Seguindo a cirurgia e o periodo de repouso, uma avaliacdo da alodinia foi realizada
para a garantia do estabelecimento da dor neuropatica e posteriormente 0os animais
foram tratados com veiculo (Goma arabica 5%), LASSBio-1135 e LASSBIi0-1141 (10
umol/Kg e 100 pmol/Kg, v.0.) ou gabapentina (100 mg/Kg, v.0.). O estimulo
mecanico foi aplicado sobre a superficie cutanea plantar dos animais nos tempos de
1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas apds a administracdo do veiculo ou compostos para a
determinacdo do limiar mecéanico. Apés o primeiro dia de tratamento, 0s grupos
foram tratados diariamente com doses Unicas do veiculo ou dos compostos por 7
dias e a avaliacdo da alodinia mecanica realizada sempre 1 hora apés o tratamento.
Os dados de sensibilidade mecanica foram expressos em porcentagem de resposta
anti-alodinica, calculada em relacédo ao limiar de retirada obtido no tempo 0 antes da

cirurgia.

3.3.1.3 — Avaliacéo da hiperalgesia térmica

A avaliagdo da hiperalgesia térmica foi realizada utilizando o método descrito por
Hargreaves et al. (1988). Antes da cirurgia para ligacdo do nervo ciatico os animais
foram ambientados por 1 hora em caixas de acrilico por 3 dias, sendo submetidos no
altimo dia ao estimulo radiante térmico por duas vezes e selecionados aqueles cujo
tempo de laténcia foi inferior a 20 s (t 0). Seguindo a cirurgia e o periodo de repouso,
uma avaliacdo da hiperalgesia térmica foi realizada para a garantia do
estabelecimento da dor neuropatica e posteriormente 0os animais foram tratados com
veiculo (Goma arabica 5%), LASSBIio-1135 e LASSBIio-1141 (10 umol/Kg e 100
pmol/Kg, v.o0.) ou Gabapentina (100 mg/Kg, v.0.). O estimulo radiante térmico foi
aplicado sobre a superficie cutanea plantar dos animais nos tempos de 1, 2, 3,4 e 6
e 24 horas apo0s a administracdo do veiculo ou dos compostos para a determinacao
do tempo de laténcia. Apds o primeiro dia de tratamento, os grupos foram tratados
diariamente com doses Unicas do veiculo ou dos compostos por 7 dias e a avaliagao

da hiperalgesia térmica realizada sempre 1 hora apos o tratamento. O delta (A) de
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laténcia foi calculado subtraindo o tempo de laténcia obtido no tempo determinado
do tempo de laténcia obtido antes da cirurgia (t 0).

3.3.1.4 — Avaliacéo da sensibilidade térmica basal

A avaliagdo da sensibilidade térmica basal foi realizada utilizando o método
descrito por Hargreaves et al. (1988). Animais normais sem lesdo do nervo ciatico
foram ambientados por 1 hora em caixas de acrilico por 3 dias, sendo submetidos no
ultimo dia ao estimulo radiante térmico por duas vezes e selecionados aqueles cujo
tempo de laténcia foi inferior a 20 s (t 0). Posteriormente, os animais foram tratados
com veiculo (Goma arabica 5%), LASSBIi0-1135 e LASSBIio-1141 (100 umol/Kg,
v.0.). O estimulo radiante térmico foi aplicado sobre a superficie cutanea plantar dos
animais nos tempos de 1, 2, 3, 4 e 6 apdés a administracdo do veiculo ou dos
compostos para a determinagéo do tempo de laténcia.

3.3.1.5 — Avaliacédo da sensibilidade mecanica basal

A avaliacdo da sensibilidade mecéanica basal foi realizada utilizando o método
descrito por Decosterd & Woolf (2000). Brevemente, animais normais sem lesao do
nervo ciatico foram ambientados por 1 hora em caixas de acrilico por 3 dias, sendo
submetidos no dltimo dia ao estimulo mecéanico utilizando os filamentos de Von Frey
para determinacdo do limiar mecanico (t 0). Animais com sensibilidade mecanica
superior a 2,0 g foram descartados. A determinacdo do limiar mecéanico ocorreu
como explicado no item 3.3.1.5. Posteriormente, os animais foram tratados com
veiculo (Goma arabica 5%), LASSBIio-1135 e LASSBio-1141 (100 ymol/Kg, v.0.). O
estimulo mecanico com filamentos de Von Frey foi aplicado sobre a superficie
cutanea plantar dos animais nos tempos de 1, 2, 3, 4 e 6 ap0s a administracéo do

veiculo ou dos compostos para a determinacgéo do limiar mecanico.
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3.3.1.6 — Avaliagéo da capacidade locomotora

A avaliagdo da capacidade locomotora dos animais foi realizada utilizando o
equipamento rota-rod (Ugo Basile) conforme descrito por Wei et al. (1999).
Camundongos suicos foram ambientados por 3 dias na plataforma para selecionar
0s animais que suportassem 120 s sob a plataforma no modo acelerado. No ultimo
dia de ambientacdo, os animais foram tratados com veiculo, LASSBio-1135 (100
pmol/Kg, v.o.) ou LASSBIio-1141 (100 umol/Kg, v.0.) e colocados sobre a plataforma
por 1 hora e 3 horas ap06s a administracdo para determinacdo do tempo de

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

3.3.1.7 — Determinacédo da expressdao do RNA mensageiro (MRNA) das citocinas
TNF-a e IL-18 por RT-PCR em tempo real.

Camundongos suicos submetidos a cirurgia para lesdo parcial do nervo
ciatico ou ndo (sham) e tratados por 5 dias com o veiculo ou os derivados LASSBio-
1135 (100 pmol/Kg, v.o0.) e LASSBio-1141 (100 umol/Kg, v.0.) foram sacrificados e a
regido da medula espinhal correspondente as vértebras lombares L4, L5 e L6 foi
removida, sendo também isolados os DRG (3 por animal) relacionados a esta regido
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 homogeneizacdo como 0 mesmo volume de TRIzol®. A
extracdo do RNA foi realizada de acordo com as instrugdes do kit (INVITROGEN). A
pureza do RNA total foi medida com um espectrofotdmetro e a taxa de absorcao no
comprimento de onda (260/280 nm) estava entre 1.8 e 2.0 para todas as amostras.
A transcricéo reversa para conversdao do RNA total em cDNA foi realizada com uma
reacao de transcricdo reversa segundo especificacdes do kit (ThermoScript Reverse
Transcriptase, INVITROGEN). PCR em tempo real foi conduzido usando primers
especificos para os genes murino de TNF-a, IL-1B e B-actina (gene controle). As
reacoes foram realizadas no aparelho ABI Prism 7500 Sequence Detection System
usando o sistema de fluorescéncia SYBR-green (APPLIED BIOSYSTEMS) para

quantificacdo dos amplicons. RT-PCR foi realizado em um volume de reacdo de 20
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pL e executado com aquecimento a 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 cilcos de
94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C 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 excluidas. Os dados foram analisados de acordo com o
método 22 descrito por LIVAK & SCHMITTGEN (2001) e foram expressos com
relacdo a expressdo do gene padrdo B-actina. Os pares de primers seguem

representados abaixo:

TNF-a 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-18 murino

Forward: 5’-CTG TGT CTT TCC CGT GGA CC-3’
Reverse: 5-CAG CTC ATA TGG GTC CGA CA-3
B-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 — Avaliacéo do estado de ativacdo 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 pL de tampédo RIPA, enquanto que amostras de DRG foram agrupadas em
grupos de 3 animais (9 DRG) e posteriormente homogeneizadas em 500 pL de
tampdo RIPA. A quantificacdo de proteinas foi realizada utilizando o kit BCA
(SIGMA). Entéo, 30 pg de proteinas foram submetidas a separacao por eletroforese
em gel 10% SDS-PAGE e, posteriormente, transferidas para a membrana de
nitrocelulose. A eficiéncia da transferéncia foi avaliada utilizando o corante Rouge de

Ponceau. A membrana foi entdo incubada em tampé&o TBS (25mM Tris-HCI 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
blogueio de ligacdes ndo especificas. Apds este periodo a membrana foi lavada por
trés vezes com TBS. A expressao do fator de transcricdo ATF-3 foi avaliada por
incubacdo da membrana por oito horas a temperatura ambiente com anticorpo de
coelho anti-ATF-3 (1:1000), terminado este periodo ocorreram trés lavagens com
TBS, quando entdo se realizou a incubagdo com anticorpo secundario de cabra anti-
IgG de coelho conjugado com peroxidade (1:3000) por uma hora sendo a membrana
lavada trés vezes com TBS ao final do processo. Apds as lavagens a expressao da
proteina foi revelada utilizando reagentes de quimioluminescéncia (Supersignal,
THERMO SCIENTIFIC) em filmes Kodak.

3.3.27 Estudos do mecanismo de acao de LASSBi0-1135

3.3.2.1 — Investigacdo da participagdo do TRPV1: Estudos eletrofisiolégicos em
ovocitos de Xenopus Laevis.

Os estudos para investigacdo da acdo de LASSBIio-1135 sobre o receptor
TRPV1 foi conduzido como descrito por TRIBUTINO et al. (2010). Sapos Xenopus
Laevis fémeas mantidas em ciclo claro e escuro de 12 h foram anestesiadas por
imersao em solucdo de tricaina (0,75 g/L) suplementada com bicarbonato de sédio
(3 g/L). Nos estagios V e VI do desenvolvimento, os ovécitos foram removidos
cirurgicamente e colocados em banho de solucdo salina contendo cloreto de sodio
(96 mM), cloreto de potassio (2 mM), cloreto de magnésio (5 mM) e HEPES (5 mM)
em pH 7,6, e entdo tratados com colagenase (tipo 1, 0,8 mg/mL) para a remocéo da
membrana folicular. Ovocitos foram injetados, com um injetor de nanolitros, com
aproximadamente 2,0 ng do cRNA correspondente ao TRPV1 de rato obtido usando
o kit nfMESSAGE mMACHINE T7 (AMBION). Ovaocitos foram mantidos em tampéao
ND-96 suplementado com 40 mg/mL de gentamicina por 5 a 7dias até a realizacao
das analises.

Para os registros eletrofisiolégicos, os ovécitos foram colocados em pequenas
camaras sob perfuséo continua com ND-96 ao fluxo de aproximadamente 1mL/min.

A mesma solucdo foi usada para diluir os compostos testes, exceto quando o pH
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acido foi aplicado. Para este caso, foi utilizada uma solugdo composta de: cloreto de
sédio (96 mM), cloreto de potéssio (2 mM), cloreto de magnésio (1 mM), cloreto de
calcio (0,1 mM) e acetato de sédio (5 mM), pH 5,5. Dois eletrodos de registros de
voltage-clamp foram mantidos a temperatura ambiente (20-22 °C) 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 resisténcia final de 0,6 — 1,2 MQ e foram preenchidos com solugédo de KCI 3 M.
Registros foram digitalizados utilizando um conversor MacLab A/D (AD
INSTRUMENTS) a 100 Hz e digitalmente filtrados a 2 Hz. Solugcbes estoques dos
compostos foram preparadas em etanol (capsaicina) ou DMSO (LASSBI0-1135) e
entdo diluida em ND-96 imediatamente antes do experimento, para que as
concentracbes finais de etanol ou DMSO néo ultrapassem 0,1% e 0,2%,
respectivamente. As solucdes foram trocadas utilizando uma valvula controladora
solenoide (AUTOMATE SCIENTIFIC INC.) e foram aplicadas em pulsos de 45
segundos. Cada pulso de LASSBIi0-1135 em associacdo com outros agentes foi
precedido por LASSBIo-1135 sozinho, na mesma concentracdo, para permitir o

equilibrio.

3.3.2.2 — Investigacao da participacdo do receptor TRPAL: Estudos de imageamento

de célcio em células HEK-293.

Células HEK-293 estaveis contendo a sequéncia de DNA corespondente ao
gene do receptor TRPAL1 humano foram induzidas a expressar o receptor apds
incubacao 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. ApGs esta etapa, as células foram ressuspendidas em DMEM
e plaqueadas em placas de 384 pogos na concentracdo de 20.000 células por poco
e incubadas para adesdo a superficie da placa por 24h até o estudo de
imageamento de célcio.

Para os estudos de imageamento de célcio, as células foram incubadas por 1
hora com 20 pL do corante FLIPR 5 (MOLECULAR DEVICE). ApGs este periodo
elas foram submetidas ao imageamento de calcio utilizando o equipamento para

leitura de fluorescéncia Hamamatsu Functional Drug Screeening 700
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(HAMAMATSU). A linha de base foi obtida no primeiro minuto de registro, quando
entdo se adicionou o agonista do receptor TRPAL, o AITC ou LASSBIo-1135, e a
leitura da fluorescénica obtida por excitacdo dual a 340 nm e 380 nm e deteccédo da
emissdo a 510 nm por 5 minutos. Para o experimento com o0 antagonista 0s
compostos foram incubados por 10 minutos antes da adicdo do agonista. A
determinacdo da poténcia de LASSBIi0-1135 , isto € da sua CEsg, foi realizada
através da abtencdo de uma curva concentracdo-resposta construida utilizando o

programa Graph Pad Prism verséo 5.0.

3.3.2.3 - Investigacdo da participacdo do canal de Cay,,: Estudos de imageamento

de célcio em células HEK-293.

. Células HEK-293 estavelmente expressando o canal de Ca,;, foram
ressuspendidas em DMEM e plagueadas em placas de 384 pocos na concentracao
de 20.000 células por poco e incubadas para adesdo a superficie da placa por 24h
até o estudo de imageamento de calcio. Para os estudos de imageamento de célcio,
as células foram incubadas por 1 hora com 20 uL do corante FLIPR 5 (MOLECULAR
DEVICE), apos este periodo elas foram entdo submetidas ao imageamento de calcio
utilizando o equipamento para leitura de fluorescéncia Hamamatsu Functional Drug
Screeening 700 (HAMAMATSU). A linha de base foi obtida no primeiro minuto de
registro, quando entdo se adicionou o ativador do canal Ca,z2, 0 KCI (30 uM), e a
leitura da fluorecénica obtida por excitacdo dual a 340 nm e 380 nm e deteccao da
emissdo a 510 nm por 5 minutos. Para o experimento com 0 antagonista, 0s

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

3.3.2.4 — Efeito sobre a ativacédo de neurénios do DRG: Estudo de imageamento de
calcio em equipamento de triagem farmacoldgica de alta eficiénica.

Primeiramente foi obtida uma cultura de neurbnios do DRG. Para isto,
camundongos da linhagem C57BL6 foram submetidos a laminectomia e os DRG
expostos e removidos para obtencédo dos neurdnios. Os ganglios foram incubados

em HBSS (37°C, 5% CO, por 90 min) contendo colagenase (1 mg/mL) e dispase (5
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mg/mL). Os ganglio foram entdo lavados e incubados em 5 mL de PBS contendo
tripsina (2,5 mg/mL) por 30 minutos a 37°C. DRG foram homogeneizados em
solugdo HANK's para a formacédo de uma suspensao de células que é disposta no
topo de 4 mL de solucdo de BSA. Esta bicamada foi centrifugada (500 g, 20°C) e o
sobrenadante € removido, o pellet de células foi entdo ressuspendido em NBM
contendo fatores de crescimento de nervo e o0s antibidticos penicilina e
esteptomicina. Apos esta etapa, as células foram plaqueadas em placas de 384
pocos na concentracdo de 2.000 células por poco e incubadas para adesdo a
superficie da placa por 24 h.

Para os estudos de imageamento de célcio, as células foram incubadas por 1
hora com 20 pL do corante FLIPR 5 (MOLECULAR DEVICE). ApGs este periodo
elas foram entdo submetidas ao imageamento de calcio utilizando o equipamento
para leitura de fluorescéncia Hamamatsu Functional Drug Screeening 700
(HAMAMATSU). A linha de base foi obtida no primeiro minuto de registro, quando
entdo se adicionou o agonista TRPV1, a capsaicina (1 puM), ou LASSBIio-1135 (10
pUM) e a leitura da fluorecénica obtida por excitacdo dual a 340 nm e 380 nm e
detecgdo da emissédo a 510 nm por 5 minutos. Para avaliar o bloqueio do receptor
TRPV1, o composto LASSBIi0-1135 (10 uM) foi adicionado e 10 minutos apos foi
adicionado a capsaicina (1 puM).

3.3.2.5 - Efeito sobre a ativacdo de neurbnios do DRG: Estudo de imageamento de

calcio por microscopia confocal dinamica.

A cultura de neurénios do DRG foi obtida conforme explicado no item 3.3.2.4.
Previamente, 50 yuL de uma solucao de laminina em HBSS (5 pg/mL) foi adicionada
em placas de vidro e mantida por trés horas para permitir a aderéncia das células. A
cultura de neurénios do DRG em NBM (1 mL) foi plagueada em placas de vidro e
mantida por 24 h para analise no microscopio de fluorescéncia. Apos 24 h, as
células foram previamente incubadas com o corante Fura-2 (2 uM) por 1 hora a 37
°C em sala escura e entédo lavadas com tampéo SES e mantidas neste tampéao para
analise microscopica. Um sistema de perfusédo foi utilizado para perfundir a solucéo
de capsaicina (1 uM), para lavagem com tampéo SES e para perfundir com KCI (40
mM). LASSBIi0-1135 (10 uM) foi adicionado inicialmente a cultura de células e
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mantido até o inicio da perfusdo com capsaicina. O meio contendo as células foi
monitorado por excitagdo sequencial dual a 340 nm e 380 nm e emissao a 510 nm.
As imagens raciométricas foram adiquiridas a cada 4 s usando um microscopio
Nikon Eclipse Ti (NIKON).

3.3.2.6 — Investigacao de efeitos adversos: Hipertermia

A acdo de LASSBI0-1135 sobre a regulacdo da temperatura corporal foi
avaliada em animais submetidos a injuria parcial do nervo ciatico, conforme descrito
no item 3.3.1.1, e tratados com LASSBIi0-1135 (100 umol/Kg, v.0.). A temperatura
retal de camundongos suicos foi obtida usando um termémetro digital (sensibilidade
de 0,1 °C) antes da cirurgia, ap0s o periodo de repouso, e sempre 1 hora apos o
tratamento com LASSBIi0-1135. O resultado foi expresso como delta (A) de
temperatura, calculado subtraindo a leitura de temperatura no tempo determinado do

valor obtido antes da cirurgia.

3.3.37 Estudos do mecanismo de acao de LASSBio-1141

3.3.3.1 — Investigacdo da participacdo do sistema adenosinérgico: Modulagéo
farmacolégica no modelo de PSL.

Para investigar a participacdo do sistema adenosinérgico no mecanismo de
acdo de LASSBi0-1141, foram wusadas ferramentas farmacolégicas como

administracao de antagonistas do receptor A; e Aga.

Para esta caracterizagdo foram utilizados camundongos suicos submetidos a
cirurgia para ligacdo parcial do nervo ciatico como descrito no item 3.3.1.1. A
investigagédo foi conduzida utilizando apenas o estimulo mecénico, visto que as
modulacdes tanto do receptor A; quanto do receptor A,a apresentam 0S mesmos

efeitos sobre as sensibilidades térmica e mecanica. Assim, todo o procedimento de
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avaliacao da sensibilidade mecanica foi procedido conforme descrito no item 3.3.1.3.
Para avaliagdo da participacao do receptor A; foi administrado o antagonista DPCPX
por via intraperitoneal (100 mg/Kg) juntamente com LASSBIio-1141 (100 umol/Kg,
v.0.) 1 hora antes das avaliagbes; ou DPCPX por via intratecal (10 pg/ 10 pL)
juntamente com LASSBI0-1141 (100 umol/Kg, v.0.) 1 hora antes das avaliacOes.
Para investigacao do papel do receptor A,a no mecanismo de agdo de LASSBio-
1141 foi administrado o antagonista do receptor, CGS15943, por via intraperitoneal
(5 mg/Kg) juntamente com LASSBIi0-1141 (100 pmol/Kg, v.0.) 1 hora antes das
avaliagbes. Para este ultimo grupo de animais os dados de sensibilidade mecéanica
foram expressos em porcentagem de resposta anti-alodinica, calculada em relagcéo

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

3.3.3.2 — Investigagédo da modulacdo do AMPc: Dosagem em amostras de medula

espinhal.

Camundongos suicos submetidos a cirurgia para ligacdo parcial do nervo
ciatico como descrito no item 3.3.1.1, foram tratados como LASSBio-1141 (100
umol/Kg, v.0.) por 5 dias ap6s o periodo de repouso para o estabelecimento da
neuropatia. Entdo, os animais foram sacrificados e a regidao da medula espinhal
correspondente as vértebras lombares L4, L5 e L6 foi removida. Estas amostras
foram homogeneizadas (30 mg/mL) em solucao de acido tricloroacético (TCA) 5% e,
posteriormente o TCA foi removido por lavagem da solucdo com éter saturado por
trés vezes. ApGs a Ultima lavagem a solucdo foi imersa em banho a 70 °C para
eliminar o éter residual por 5 minutos. O extrato final foi entdo submetido a dosagem

de AMPc por ensaio imunoenzimatico utilizando o kit AMPc EIA.

3.3.3.3 — Investigacao do envolvimento de IL-10: Estudos em animais deficiente.

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

foram utilizados camundongos deficientes para esta citocina submetidos a cirurgia
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para lesdo parcial do nervo ciatico conforme descrito no item 3.3.1.1. Apds o periodo
de repouso, 0s grupos experimentais foram tratados com veiculo ou LASSBi0-1141
(100 umol/Kg, v.0.) e 1 hora ap6s a avaliagdo da alodinia mecénica foi realizada

como descrito em detalhes no item 3.3.1.3.

3.3.3.4 — Investigacao do envolvimento de IL-10: Dosagem de IL-10 em amostras de

DRG e medula espinhal.

Camundongos suicos submetidos a cirurgia para ligacdo parcial do nervo
ciatico como descrito no item 3.3.1.1, foram tratados como LASSBio-1141 (100
pumol/Kg, v.0.) por 5 dias ap6s o periodo de repouso para o estabelecimento da
neuropatia. Entdo, os animais foram sacrificados e a regido da medula espinhal
correspondente as vértebras lombares L4, L5 e L6 foi removida, sendo também
isolados os DRG (3 por animal) relacionados a esta regido da medula. Amostras de
medula espinhal foram individualmente homogeneizadas em 500 pL de PBS
contendo coquetel inibidor de protease, enquanto que amostras de DRG foram
agrupadas em grupos de 3 animais (9 DRG por grupo) para homogeneizagédo com o
mesmo volume de PBS. ApGs este procedimento, as amostras foram submetidas a
dosagem de IL-10 por ensaio imunoenzimatico usando o kit ELISA Ready-SET-Go!
seguindo as recomendacfes do fabricante. Também foram dosadas as proteinas
dessas amostras utilizando o kit BCA, para que o resultado final fosse expresso por

quantidade de proteinas.

3.3.4 1 Analises estatisticas

As andlises estatisticas entre 0s grupos experimentais foram realizadas
utilizando o teste para analise de variancia (ANOVA One Way) seguido pelos testes
para multiplas comparac¢des Bonferroni ou Dunnet. Todos os testes foram realizados
para um nivel de significancia de p<0,05. Os resultados foram expressos em média

* erro padréo da média utilizando o programa GraphPad Prism v 5.0.
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47 RESULTADOS

4.1 — ESTUDOS DE EFICACIA TERAPEUTICA

4117 LASSBio-1135 e LASSBi0-1141 reduzem a alodinia mecénica induzida
por PSL.

A eficacia anti-alodinica mecénica de LASSBIi0-1135 e LASSBIio-1141 no
modelo de injuria parcial do nervo ciatico foi avaliada utilizando os filamentos de Von
Frey. Os compostos foram administrados por via oral nas doses de 10 umol/Kg e
100 pmol/Kg, 5 dias ap0s a cirurgia, e a eficacia anti-alodinica temporal entdo
avaliada. Conforme ilustrado nas figuras 6A e 6B, o tratamento com LASSBIi0-1135
em ambas as doses nao foi eficaz em reduzir a resposta alodinica apds a primeira
dosagem, enquanto que o tratamento realizado com LASSBIio-1141 mostrou uma
eficacia dependente da dose. O tratamento com LASSBio-1141 na dose de 100
pmol/Kg mostrou uma eficacia prolongada com reducao da alodinia mecéanica por 24
horas apds administracdo de apenas 1 dose, porém com eficacia terapéutica maior
nas primeiras 4 horas, onde os animais atingiram o limiar de sensibilidade mecanica

dos animais sem lesdo do nervo ciatico (figura 6B).
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Figura 6: Efeito anti-alodinico mecénico temporal dos derivados imidazo-piridinicos no modelo de
lesdo parcial do nervo ciatico (PSL). A) Eficacia terapéutica de LASSBIio-1135; B) Eficacia terapéutica
de LASSBIi0-1141. Os compostos LASSBio foram administrados em suspensao de goma arabica 5%,
nas doses de 10 umol/Kg e 100 ymol/Kg por via oral no 5° dia pds 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
veiculo, teste ANOVA One-Way.

O efeito terapéutico de doses diarias de LASSBIio-1135 e LASSBIio-1141
administrados por via oral nas mesmas doses mencionadas também foi avaliado.
Para isto, doses Unicas de LASSBIi0-1135 e LASSBIio-1141 foram administradas por
7 dias e avaliacdo da sensibilidade mecéanica foi realizada sempre 1 hora apds a
administracdo. Como mostrado nas figuras 7A e 7B, ambos o0s compostos
mostraram eficacia terapéutica dependente da dose, sendo a dose de 100 umol/Kg a
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de maior eficacia. LASSBIio0-1135 se destacou, mas ndo mais que LASSBIio0-1141, ja
que a partir da terceira dosagem (7° dia) ele apresenta eficacia anti-alodinica 1 hora
apos sua administracdo o que néo foi observado apés a sua primeira dosagem no 5°
dia (figura 7A).
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Figura 7: Efeito anti-alodinico diario dos derivados imidazo-piridinicos ho modelo lesédo parcial do
nervo cidtico (PSL). A) Eficécia terapéutica de LASSBIi0-1135; B) Eficacia terapéutica de LASSBio-
1141. Os compostos LASSBIio foram administrados em suspensdo de goma ardbica 5%, nas doses
de 10 pmol/Kg e 100 uymol/Kg por via oral no 5° dia pos cirurgia, e a gabapentina foi administrada na
dose de 100 mg/Kg por via oral. A avaliagdo da hipersensibilidade mecéanica foi realizada uma hora
apos a administragdo de veiculo ou dos compostos. n= 6 animais, *p<0,05 quando comparado ao

grupo veiculo, teste ANOVA One-Way.
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4.1.2 - LASSBIi0-1135 e LASSBi0-1141 reduzem a hiperalgesia térmica induzida
por PSL.

A eficacia anti-hiperalgésica térmica de LASSBIio-1135 e LASSBio-1141 no
modelo de injdria parcial do nervo ciatico foi avaliada utilizando um estimulo radiante
térmico aplicado sobre a superficie plantar. Os compostos foram administrados por
via oral, apenas na dose 100 umol/Kg, ja que a dose de 10 pmol/Kg nao foi eficaz na
alodinia mecénica. Como observado na alodinia mecéanica, o tratamento com
LASSBIi0-1135 nédo foi eficaz em reduzir a resposta hiperalgésica apos a primeira
dosagem, enquanto que o tratamento realizado com LASSBIio-1141 mostrou-se
eficaz. O tratamento com LASSBIio-1141 na dose de 100 pumol/Kg apresentou uma
eficacia prolongada inibindo a hiperalgesia térmica por 24 hora ap6s administracao
de apenas 1 dose, porém com eficacia terapéutica maior nas primeiras 4 horas
(figura 8A). O tratamento com este derivado apresentou efeito anti-hiperalgésico
superior ao do farmaco de referéncia gabapentina, visto que seu efeito dura apenas

3 horas.
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Figura 8: Efeito anti-hiperalgésico térmico temporal dos derivados imidazo-piridinicos no modelo de
lesdo parcial do nervo ciatico (PSL). A) Eficacia terapéutica de LASSBIo0-1135; B) Eficcia terapéutica
de LASSBI0-1141. Os compostos LASSBIio foram administrados em suspensao de goma arabica 5%,
na dose 100 ymol/Kg por via oral no 5° dia pds 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 veiculo, teste ANOVA

One-Way.

Da mesma forma, o efeito de doses diarias de LASSBio-1135 e LASSBio-
1141 administrados por via oral na dose de 100 umol/Kg também foi avaliado. Para
isto, doses Unicas de LASSBIio-1135 e LASSBIi0-1141 foram administradas por 7

dias e avaliacdo da sensibilidade mecéanica foi realizada sempre 1 hora apds a
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administragdo. Como mostrado nas figuras 9A e 9B, ambos os compostos
mostraram eficdcia na dose de 100 umol/Kg. De forma similar ao perfil de acéo
apresentado na alodinia mecanica, LASSBI0-1135 apresentou eficacia anti-
hiperalgésica a partir da terceira dosagem (7° dia) ja 1 hora apos sua administracao
0 que nao foi observado apds a sua primeira dosagem no 5° dia (figura 9A). Em
contraponto, LASSBIio-1141 apresentou eficacia 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 aquela observada para os animais sem injuria do nervo citico (Sham)
(figura 9B).
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Figura 9: Efeito anti-hiperalgésico térmico diario dos derivados imidazo-piridinicos no modelo lesédo
parcial do nervo ciatico (PSL). A) Eficicia terapéutica de LASSBIi0-1135; B) Eficicia terapéutica de
LASSBI0-1141. Os compostos LASSBIio foram administrados em suspensdo de goma arabica 5%, na
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dose 100 umol/Kg por via oral no 5° dia pds cirurgia, e a gabapentina foi administrada na dose de 100
mg/Kg por via oral. A avaliacdo da hipersensibilidade térmica foi realizada uma hora apés a
administracdo de veiculo ou dos compostos. n= 6 animais, *p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo, teste ANOVA One-Way.

41.3 17 Efeito de LASSBIi0-1135 e LASSBI0-1141 sobre as sensibilidades

térmica e mecéanica basais de camundongos.

LASSBIio-1135 e LASSBIi0-1141 apresentaram efeitos sobre as
hipersensibilidades térmica e mecéanica em animais submetidos a injaria do nervo
ciatico, em alguns casos, reduzindo-as ao nivel dos animais sham operados.
Portanto, decidimos investigar se estes derivados poderiam interferir com as
sensibilidades térmica e mecanica basais de camundongos sem injuria. Desta forma,
0s compostos LASSBIi0-1135 e LASSBIio-1141 foram administrados em
camundongos sui¢cos normais por via oral na dose de 100 umol/Kg, que € a dose
mais eficaz nos modelos j& mostrados, e as sensibilidades térmicas e mecéanicas
foram avaliadas nas horas subsequentes. Como mostrado nas figuras 10A e 10B,
LASSBIi0-1135 e LASSBIio-1141 nao alteraram significativamente a responsividade

dos animais a estimulos térmicos ou mecéanicos.
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Figura 10: LASSBIi0-1135 e LASSBIio0-1141 nao alteram as sensibilidades térmica e mecanica basais
de animais sadios. A) Efeito sobre a sensibilidade térmica; B) Efeito sobre a sensibilidade mecénica.
Os compostos LASSBIo foram administrados em suspensdo de goma arabica 5%, na dose de 100

pmol/Kg por via oral. n= 6 animais, teste ANOVA One-Way.

4.1.4 7 Efeito de LASSBIi0-1135 e LASSBIi0-1141 sobre a atividade locomotora

de animais sadios.

Alguns compostos analgésicos, como o0s opidides, produzem efeito sedativo
afetando a atividade locomotora de animais sadios. Decidiu-se investigar se a

administracdo da dose terapéutica de LASSBIi0-1135 e LASSBio-1141 era capaz
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promover alteragbes locomotoras em camundongos sadios. LASSBIi0-1135 e
LASSBIio-1141 foram administrados por via oral na dose de 100 pmol/Kg e a
atividade locomotora dos animais foi avaliada 1 hora e 3 horas ap0s a administracao
no rota-rod. Nenhum dos compostos produziram qualquer alteragdo locomotora nos
animais nas duas horas avaliadas (figura 11).
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Figura 11: LASSBIi0-1135 e LASSBIi0-1141 nao alteram a atividade locomotora de animais sadios. Os
compostos LASSBio foram administrados em suspensdo de goma arabica 5%, na dose de 100
pmol/Kg por via oral. n= 6 animais, teste ANOVA One-Way.

4.1.57 Efeito de LASSBIi0-1135 e LASSBi0-1141 sobre a expressao de citocinas
induzida por PSL.

A leséo parcial do nervo ciatico proporciona os fenébmenos de sensibilizacao
periférica e central, para os quais contribuem as citocinas pro-inflamatorias TNF-a e
IL-18. Portanto, avaliamos se o tratamento com LASSBIi0-1135 e LASSBIio-1141 na
dose de 100 umol/Kg por via oral seria capaz de reduzir a expressdao do RNA
mensageiro das citocinas TNF-a e IL-13 em amostras de DRG e medula espinhal de

animais submetidos a PSL.
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LASSBI0-1135 e LASSBI0-1141 reduziram a expressao do RNA mensageiro
de TNF-a e IL-1B tanto em amostras de DRG (figuras 12A e 12B, respectivamente)
guanto em amostras de medula espinhal (figuras 13A e 13B, respectivamente).
Ambas as reducdes foram significativas, com niveis de expressdo semelhantes aos

niveis basais obtidos nos animais sem injaria.
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Figura 12: LASSBIi0-1135 e LASSBIi0-1141 reduzem a expressdo do mRNA de TNFa e IL-1B no DRG
de animais submetidos a PSL. A) Efeito dos derivados sobre a expressdo de TNF-a B) Efeito dos
derivaos sobre a expressao de IL-1B.0s compostos LASSBIio foram administrados em suspenséo de
goma ardbica 5%, na dose de 100 pmol/Kg por via oral. Ap6s 5 dias de tratamento amostras de DRG
foram removidas para analise por RT-PCR. n= 3-4 animais, *p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo, teste ANOVA One-Way.
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Figura 13: LASSBIi0-1135 e LASSBIi0-1141 reduzem a expressdo do mRNA de TNFa e IL-18 na
medula espinhal de animais submetidos a PSL. A) Efeito dos derivados sobre a expressédo de TNF-a
B) Efeito dos derivaos sobre a expressao de IL-13.0s compostos LASSBio foram administrados em

suspensao de goma arabica 5%, na dose de 100 umol/Kg por via oral. Apds 5 dias de tratamento
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amostras de medula espinhal foram removidas para analise por RT-PCR. n= 3-4 animais, *p<0,05

guando comparado ao grupo veiculo, teste ANOVA One-Way.

4.1.61 Efeito de LASSBIi0-1135 e LASSBi0-1141 sobre o estado de ativagéo de

neurénios do DRG.

Apos a injuria do nervo ciatico diversos fatores sao ativados em neurénios do
DRG em resposta ao estresse metabolico, dentre eles o fator ativador de transcrigdo
3 (ATF-3) (TSUJINO et al., 2000). ATF-3 esta envolvido no aumento da expressao
de alguns receptores envolvido no fenémeno de sensibilizacdo periférica (TSUJINO
et al., 2000; HY et al., 2008). Desta forma, decidimos avaliar se o tratamento de
animais submetidos a injuria do nervo ciatico com LASSBIi0-1135 e LASSBIio0-1141
(100 pmol/Kg, v.0.) reduziria a expressdao de ATF-3, como marcador do estado de
ativacdo neuronal. A andlise da expressdo de ATF-3 por western blot mostrou que o
tratamento com LASSBI0-1135 e LASSBIi0-1141 reduziu a expressao de ATF-3 em
neurdnios do DRG, ap6s 5 dias de tratamento com os derivados (figura 14).
Destacamos a atividade de LASSBIio-1141 que reduziu a expressdo ao nivel dos

animais sham operados.

Figura 14: O tratamento com LASSBIi0-1135 e LASSBIi0-1141 reduzem a expressdo de ATF-3 no
DRG de animais submetidos a PSL. Os compostos LASSBio foram administrados em suspenséo de
goma arabica 5%, na dose de 100 ymol/Kg por via oral. Apés 5 dias de tratamento amostras de DRG

foram removidas e homegeneizadas para analise por western blot. n= 3 amostras.
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4.1.7 1 Eficicia terpéutica de LASSBio-1135 e LASSBio-1141 ap6s a

interrupgéo do tratamento.

O tratamento com os derivados LASSBIi0-1135 e LASSBIi0-1141 reduziram a
expressao de citocinas pro-inflamatérias e o estado de ativacdo neurénios do DRG
em animais submetidos a injuria do nervo ciatico. Estes dados apontam para a
reversao do quadro neuropatico, que pode ser definitiva. Portanto, investigamos a
capacidade destes derivados apresentarem eficacia anti-hiperalgésica mesmo apos
a interrupcdo do tratamento. O tratamento foi iniciado 5 dias ap0s a cirurgia e
interrompido no 9° dia, com manuntencdo das medidas de hipersensibilidade
térmica. LASSBIi0-1135 e LASSBIio-1141 (100 umol/Kg, v.0.), apresentaram eficicia
prolonganda reduzindo a hiperalgesia térmica mesmo apos a interrupcdo do
tratamento, com destaque para LASSBIio-1141 que continuou reduzindo a

hiperalgesia térmica por no minimo 5 dias adicionais (figura 15).

Interrupc¢éo do
tratamento
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0 45 7 9 11 13 15
Tempo (dias)

Figura 15: LASSBIi0-1135 e LASSBIio0-1141 apresentam atividade anti-hiperalgésica no modelo de
hipernocicepc¢édo térmica induzida por lesédo parcial do nervo ciatico apds a interrup¢éo do tratamento.
Os compostos LASSBIio foram administrados em suspensdo de goma arabica 5%, na dose de 100
pmol/Kg por via oral e apds 5 dias de tratamento (9°dia), 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 ACAO DE LASSBIO-1135

4.2.17 Efeito de LASSBi0-1135 sobre o receptor TRPV1

LASSBI0-1135 foi eficaz em reduzir a hiperalgesia térmica em diversos
modelos de inflamacéo 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 estimulo térmico, decidimos
investigar se LASSBIi0-1135 é capaz de inibir este receptor. Para isto, realizamos
estudos eletrofisiologicos em ovoécitos de Xenopus Laevis expressando o receptor
TRPV1 de ratos. Os ovocitos foram perfundidos com LASSBIio-1135 (50 uM) quando
se adicionou capsaicina (CAP) (1 uM) e observou-se uma reducdo nas correntes
induzidas por capsaicina de cerca de 80% (figura 16A). Foi realizada a curva
concentracdo-resposta para o antagonismo do receptor TRPV1 com determinacéo
da poténcia inibitéria (Clsp) que € igual a 588 nM (figura 16B).
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Figura 16: LASSBIio-1135 antagoniza o receptor TRPV1, inibindo as correntes induzidas por
capsaicina em ovdcitos de Xenopus Laevis. A) Registro representativo da inibicdo de LASSBIi0-1135
sobre corrente estimulada por 1 pM de capsaicina. B) Curva concentracdo-resposta para LASSBio-
1135. n= 5-8 registros, curva concentracao-resposta determinada usando o programa Graph Pad
Prism verséo 5.0.
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Procurando caracterizar o tipo de antagonismo apresentado por LASSBio-
1135, foi realizado um protocolo experimental com determinacdo da curva contracao
resposta e da CEsp para capsaicina sozinha e para a capsaicina na presenca de
LASSBIio-1135 (5 uM). Capsaicina apresentou uma CEsg igual a 374 nM e efeito
maximo igual 100%. Ja na presenca de LASSBIio-1135 (5 pM) houve um pequeno
deslocamento para a direita com ligeiro aumento na CEsg (470 nM), porém o efeito
maximo obtido para capsaicina foi apenas igual a 58,9% (figura 17). Desta forma,
LASSBIio-1135 se apresenta com um antagonista ndo competitivo do receptor
TRPV1, ja que a capsaicina ndo produz seu efeito méximo sobre a ativagdo de
TRPV1 na presenca deste derivado.

1201
O CAP

100+ @® CAP + LASSBIi0-1135

80+

601 CEso= 374 nM

CE50: 470 nM

% de corrente maxima de CAP

107 101 l(.)0 10t
Log [CAP] nM

Figura 17: LASSBIi0-1135 é um antagonista ndo competitivo do receptor TRPV1. Curva
concentracdo-resposta de capsaicina foi determinada na auséncia e na presenca de 5uM de
LASSBI0-1135 em ovécitos de Xenopus Laevis expressando o receptor TRPV1 de ratos. n= 6- 10

registros, curva concentragdo-resposta determinada usando o programa Graph Pad Prism verséo 5.0.

LASSBIi0-1135 (50 pM) também inibiu a ativacdo do receptor TRPV1 em
ovocitos de Xenopus Laevis quando se usou como estimulo o pH acido (pH 5,5).
LASSBI0-1135 inibiu em 45% as correntes induzidas pelo pH 5.5 (figura 18).
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Figura 18: LASSBIi0-1135 bloqueia as correntes estimuladas por pH acido em ovécitos de Xenopus
Laevis expressando o receptor TRPV1. Ovdcitos foram perfundidos previamente com LASSBIi0-1135
(50 uM) e entdo perfundidos com solugcdo tampao pH 5,5. n= 8 registros, *p<0,05 e ***p<0,001

quando comparados ao grupo controle, teste ANOVA One-Way.

4.2.21 Efeito de LASSBi0-1135 sobre o receptor TRPA1L

Buscando avaliar a seletividade de acdo de LASSBIio-1135 para o receptor
TRPV1 e considerando o seu efeito anti-alodinico mecéanico, 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 calcio.
Surpreendentemente, ao adicionar LASSBIi0-1135 (10 uM e 30 uM) houve ativacéo
do influxo de célcio nas células HEK-293 semelhante a observada para o agonista
do TRPA1l AITC (30 uM) (figura 19A). Este influxo de célcio é comandado por
ativacdo do TRPAL, ja que a incubacédo prévia com o antagonista do receptor AP-18
(30 uM) bloqueou parcialmente o efeito de LASSBIi0-1135 (figura 19B).
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Figura 19: LASSBIi0-1135 promove o influxo de célcio em células HEK-293 expressando o receptor
TRPA1 humano. A) AITC e LASSBIi0-1135 promovem o influxo de calcio em células HEK-293
expressando o receptor TRPAL1 humano. B) AITC e LASSBIi0-1135 tém os seus efeito bloqueados
parcialmente pelo antagonista do receptor TRPA1 AP-18. AP-18 foi adicionado & cultura de células 10
minutos antes da adicdo dos agonistas. n= 4-6 experimentos; *p<0,05, ***p<0,001 quando

comparados ao grupo tampéo, teste ANOVA One Way.

A curva concentragdo-resposta de LASSBIi0-1135 foi construida possibilitando
a determinacdo da sua poténcia agonista com CEsg igual a 29,8 uM (figura 20), na
mesma ordem de grandeza da CEsg obtida para o agonista AITC (13,2 uM) (dados

nao mostrados).
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Figura 20: LASSBIi0-1135 provoca o influxo de Ca® em células HEK-293 expressando o TRPAL
humano de forma concentracdo dependente. n= 3-5 experimentos, curva concentracio-resposta

determinada usando o programa Graph Pad Prism versao 5.0

4.2.3 71 Efeito de LASSBI0-1135 sobre a ativacao de neurdénios do DRG

LASSBI0-1135 apresentou efeito antagonista sobre o receptor TRPV1, porém
efeito agonista sobre o receptor TRPAL. Portanto, decidimos verificar como estaria a
ativacdo de neurénios do DRG frente ao LASSBIi0-1135 através do imageamento de
calcio. Primeiramente foi avaliada a capacidade de LASSBio-1135 em produzir ou
inibir o influxo de célcio no equipamento de triagem farmacolégica de alta eficiéncia.
LASSBIi0-1135 (10 uM) produziu influxo de calcio em neurbnios do DRG, assim
como a capsaicina (1 uM). Porém, a pré incubacdo das células com LASSBIi0-1135
(10 puM) por 5 minutos seguido da adi¢cdo capsaicina (1 pM) causou uma reducéo no
influxo de calcio (figura 21).

O efeito de LASSBIi0-1135 sobre o influxo de célcio foi também avaliado por
microscopia confocal dindmica para possibilitar um estudo mais eficiente sobre os
tipos de células neuronais que respondem ao composto. LASSBIio-1135 foi avaliado
na concentracdo de 10 uM e promoveu um influxo de célcio em 35 % da células
responsivas ao KCI (controle de ativacéo total) (figura 22; tabela 2). A adicdo de
capsaicina sozinha a cultura de neurdnios do DRG promoveu uma ativacado de 42%
das células (figura 23, tabela 3), porém a adicéo prévia de LASSBio-1135 reduziu o

namero de células responsivas a capsaicina para 11,9% (figura 22; tabela 2).
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Figura 21: LASSBIi0-1135 evoca o influxo de célcio em neurénios do DRG, todavia inibe o influxo de
célcio estimulado por capsaicina. n= 3 experimentos, *p<0,05 quando comparado aos grupos
capsaicina e LASSBIio-1135, teste ANOVA One-Way.
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Figura 22: Figura representativa do imageamento de célcio realizado para LASSBIio-1135 em cultura

de neurdnios do DRG.
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Tabela 2: Numero de células neuronais responsivas aos estimulos promotores de
influxo de calcio LASSBIio-1135 (10 puM) e capsaicina (1 puM) em andlise de

microscopia dinamica.

NUmero de células 5 42

% de células 35 11,9 -

N=2 experimentos.

Capsaicin 1pM KCl 40mM

Razao de Fluorescéncia
(9.}

Figura 23: Figura representativa do imageamento de calcio realizado para capsaicina em cultura de

neurdnios do DRG.
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Tabela 3: Numero de células neuronais responsivas ao estimulo promotor de influxo

de calcio Capsaicina (1 uM) em analise de microscopia dinamica.

NUmero de células 36 85

% de células 42 -

N= 2 experimentos

A analise raciométrica dos dados permitiu a avaliacdo de que LASSBIio-1135
a 10 uM reduz em 42% o influxo de calcio promovido por capsaicina (figura 24A) e
gue esta inibicdo é realizada apenas em células neuronais de pequeno a médio
didmetro (equivalente a 20 pm), correspondente ao tamanho das células que
expressam os receptores TRPV1 e/ou TRPAL1(Figura 24B).
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Figura 24: LASSBIi0-1135 reduz o influxo de célcio produzido por capsaicina em células de pequeno
a médio diametro. A) Analise raciométrica de experimentos realizados em microscopio confocal
dinamico. B) Avaliacdo do tamanho dos neurfnios responsivos a capsaicina e ao LASSBIi0-1135. n=
50-85 células em dois experimentos; * p<0,05 quando comparado ao grupo capsaicina sozinha, teste
ANOVA One-Way.
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4.2.47 Efeito de LASSBIi0-1135 sobre canais de calcio dependente de voltagem

A atividade de LASSBIi0-1135 sobre os receptores TRPV1 e TRPAL instigou a
investigacdo de outros alvos que estariam envolvidos no controle da atividade
neuronal e na dor neuropatica, como o canal de Ca,,,. Na elucidacédo deste efeito,
foram utilizadas células HEK-293 estavelmente expressando este canal e realizando
estudos de imageamento de cdlcio. LASSBIio-1135 nao inibiu o influxo de célcio
promovido por KCI em células HEK-293 expressando o canal Cay,2, como fez o
inibidor CdCl;, (figura 25).
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Figura 25: LASSBIi0-1135 10 pM nao inibe influxo de célcio promovido pela ativacdo de canais de
Ca,,, expresso em células HEK-293. LASSBIi0-1135 e o CdCl, foram previamente incubados por 5
minutos com as células, antes da adicdo de KCl.n= 3 experimentos, *p<0,05 quando comparado ao
grupo HBSS + KCI, ANOVA One-Way.

4.2.571 Efeito de LASSBIi0-1135 sobre a temperatura corporal dos animais.
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O efeito adverso mais comum para antagonistas classicos do receptor TRPV1
€ a inducdo de hipertermia. Portanto, investigamos se o tratamento de animais
submetidos a PSL com LASSBI0-1135 na dose de 100 umol/Kg produziria aumento
da temperatura corporal dos animais. Durante 5 dias, sempre 1 hora apds a
administragdo de LASSBI0-1135 a temperatura retal dos animais foi avaliada
utiizando um termdmetro digital e ndo observamos qualquer alteracao

estatisticamente significativa na temperatura (figura 26).
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Figura 26: LASSBIi0-1135 nédo produz hipertermia em animais submetidos a PSL. LASSBi0-1135 ou
veiculo foram administrados e 1 hora apds foi medida a temperatura retal. n= 6 animais, teste ANOVA

One-Way.

4.3 — ESTUDOS DO MECANISMO DE ACAO DE LASSBIO-1141.

4.3.1 7 Modulacdo do sistema adenosinérgico no efeito anti alodinico de
LASSBio-1141.

LASSBI0-1141 foi previamente caracterizado como um modulador do sistema
adenosinérgico, ja que seu efeitos anti-inflamatérios foram dependentes da
concentragéo extracelular de adenosina. Portanto, decidimos investigar se os efeitos

observados para LASSBIi0-1141 no modelo de dor neuropética envolviam a
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participagdo do mesmo sistema. Sabe-se que o0s receptores de adenosina sao
majoritariamente expressos tanto na medula espinhal quanto no DRG séo os

receptores A; e Aoa.

Desta forma, foi investigada a participacdo da ativacdo do receptor A; no
mecanismo de acdo anti-alodinico apresentado por LASSBio-1141 no modelo de
injuria induzida por PSL. O antagonista A; DPCPX (10 mg/Kg, i.p.) foi administrado
junto com LASSBIi0-1141 (100 pmol/Kg, v.0.) no 5° dia apdés a cirurgia e a
hipersensiblidade mecéanica dos animais foi avaliada. DPCPX bloqueou
completamente a eficacia anti-alodinica de LASSBIio-1141 no primeiro dia de

tratamento (figura 27).
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Figura 27: Antagonista A; bloqueia o efeito anti-alodinico de LASSBIio-1141 em animais submetidos a
lesdo parcial do nervo cidtico. O composto LASSBio foi administrados em suspensdo de goma
arabica 5%, na dose de 100umol/Kg por via oral no 5° dia ap6s a cirurgia, juntamente com DPCPX
(10mg/Kg ; i.p). , n= 5-6 animais; *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo, teste Anova One-

Way.

O receptor A; é altamente expresso em neurdnios do corno dorsal da medula
espinhal e muitos moduladores deste receptor apresentam analgesia por
mecanismos centrais. Assim, investigamos se o efeito alodinico de LASSBio-1141
envolvia a modulagéo dos receptores A; no SNC administrando o DPCPX por via
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intratecal. A eficacia anti-alodinica de LASSBIio-1141 (100 umol/Kg, v.0) foi também
completamente bloqueada pela administracdo de DPCPX (10 pg, i.t.) (figura 28).
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Figura 28: Efeito anti-alodinico de LASSBi0-1141 em animais submetidos a les&o parcial do nervo
cidtico envolve a modulacao de receptores A; no SNC. O composto LASSBIo foi administrados em
suspensdo de goma arabica 5%, na dose de 100umol/Kg por via oral no 5° dia ap0s a cirurgia,
juntamente com DPCPX (10 pg/ 10 pL ;i.t)., n= 5-6 animais; *p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo, teste ANOVA One-Way.

A modulacao de receptores A; somente nao justificaria o efeito de LASSBIo-
1141 observado sobre a producdo de citocinas e a sua eficacia anti-alodinica
prolongada apés a interrup¢édo do tratamento. Estes efeitos sdo tipicos de ativacao
de receptor A,a em células da glia. Sabendo que LASSBIio-1141 apresenta efeito
anti-inflamatério modulando a concentracdo extracelular de adenosina, seria
possivel que este nucleosideo ativasse ambos 0s receptores para produzir a eficacia
anti-alodinica de LASSBio-1141. Portanto, para confirmar esta hipotese
administramos diariamente uma dose unica do antagonista A;p CGS15943 (5 mg/Kg,
I.p.) juntamente com LASSBIi0-1141(100 umol/Kg, v.0). Conforme mostra a figura 29,
no primeiro dia de tratamento houve reversao apenas parcial do efeito anti-alodinico
de LASSBI0-1141. Porém, a partir do terceiro dia de tratamento (7° dia apds a

cirugia) houve bloqueio total do efeito de LASSBIio-1141 (figura 30).
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Figura 29: Antagonista A,, bloqueia parcialmente o efeito anti-alodinico de LASSBio-1141apds a
primeira dose. O composto LASSBio foi administrados em suspenséo de goma arabica 5%, na dose
de 100 pymol/Kg por via oral no 5° dia apés a cirurgia, juntamente com CGS15943 (5 mg/Kg; i.p.). , n=

6 animais; *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo, teste ANOVA One-Way.
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Figura 30: Antagonista A,, bloqueia o efeito anti-alodinico de LASSBio-1141. O composto LASSBio
foi administrados em suspensédo de goma arabica 5%, na dose de 100 pmol/Kg por via oral no 5° dia
apos a cirurgia, juntamente com CGS15943 (5 mg/Kg; i.p.). A avaliacdo da sensibilidade mecéanica
foi realizada sempre 1 hora apés a administracdo dos compostos. n= 6 animais; *p<0,05 quando
comparado ao grupo veiculo, teste ANOVA One-Way.
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4.3.2- Efeito de LASSBi0-1141 sobre a producéao de IL-10

Agonistas do receptor A,n apresentam eficadcia prolongada e reduzem a
producdo de citocinas pro-inflamatoérias por induzirem a producdo da citocina anti-
inflamatoria IL-10 por células da glia. LASSBio-1141 apresentou seus efeitos anti-
alodinicos mediados por ativacdo do receptor A;a e desta forma, decidimos
investigar se também haveria aumento da producao de IL-10 na medula espinhal de
animais tratados com o composto. O tratamento de camundongos submetidos a PSL
com LASSBIi0-1141 (100 pmol/Kg, v.0) promoveu um aumento da producéo de IL-10
na medula espinhal (figura 31). A injaria do nervo ciatico ndo produz qualquer
alteracdo na producao de IL-10 na medula espinhal quando comparamos 0s animais

sham com os animais tratados com veiculo.
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Figura 31: Tratamento com LASSBIio-1141 aumenta a producéo de IL-10 no corno dorsal da medula
espinha de animais submetidos ao PSL. LASSBio-1141 foi administrado em suspensdo de goma
ardbica 5% na dose de 100 pmol/Kg por via oral e apds 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 importancia da modulagéo de IL-10 para o mecanismo de acao
de LASSBI0-1141, submetemos animais deficientes para IL-10 a cirurgia para injuria
parcial do nervo ciatico e ao tratamento com LASSBio-1141 (100 pmol/Kg, v.0.). O
efeito anti-alodinico de LASSBio-1141 foi revertido parcialmente apos a
administracao da primeira dose (figura 32), efeito semelhante ao observado com o
antagonista Aza. O tratamento prolongado com LASSBIi0-1141 n&o apresentou

nenhum efeito anti-alodinico apds 6 dias de tratamento (figura 33).
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Figura 32: Efeito anti-alodinico temporal de LASSBio-1141 em camundongos deficiente para IL-10
submetidos a lesdo parcial do nervo ciatico. O composto LASSBio foi administrado 1 vez ao dia em
suspensao de goma arabica 5%, na dose de 100pmol/Kg por via oral a partir do 5° dia pos cirurgia.
n= 5-6 animais; *p<0,05, teste ANOVA One-Way.
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Figura 33: Efeito anti-alodinico de LASSBIio-1141 em camundongos deficiente para IL-10 submetidos
a les@o parcial do nervo ciatico. O composto LASSBio foi administrado 1 vez ao dia em suspensédo de
goma arabica 5%, na dose de 100pmol/Kg por via oral a partir 5° dia pés cirurgia. n= 5-6 animais;
*p<0,05, teste ANOVA One-Way,.

4.3.3 71 Efeito de LASSBi0-1141 sobre os niveis de AMPc na medula espinhal.

LASSBIio-1141 exerce seu efeito anti-alodinico apés injaria por PSL
modulando a ativacdo de receptores de adenosina no SNC e aumentando a
producdo de IL-10. Um dos efeitos relacionados ao aumento de IL-10 no SNC
envolve o aumento do nucleotideo ciclico AMPc principalmente em células da glia.
Portanto, decidimos investigar se o tratamento com LASSBio-1141 (100 umol/Kg,
v.0.) é capaz de aumentar a producdo de AMPc na medula espinhal. Apos 5 dias de
tratamento amostras de medula espinhal foram removidas e os niveis de AMPc
quantificados por ELISA, o tratamento com LASSBio-1141 aumentou os niveis de
AMPc na medula espinhal de animais submetidos a injuria do nervo ciatico (figura
34).
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Figura 34: LASSBIio-1141 aumenta os niveis de AMPc na medula espinhal de camundongos
submetidos & PSL. . LASSBIo-1141 foi administrado em suspensdo de goma arabica 5% na dose de
100 pmol/Kg por via oral e apds 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 - DISCUSSAO

A dor neuropatica tem sido descrita como uma doenca cuja fisiopatologia &
complexa, envolvendo ndo apenas alteracbes na atividade de neurdnios que
participam da transmiss&@o nociceptiva, mas também envolve modulagdo 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
terapéutica atual tém se baseado apenas no controle da atividade neuronal, atuando
apenas no controle dos sintomas sem direcionar a modificacdo da doenca com a
sua consequente cura (FINNERUP et al., 2007; DICKINSON et al., 2010; BARON et
al., 2010). Desta forma, novas abordagens e alvos terapéuticos tém surgido na
tentativa de modificar as alteracfes fisiopatoldgicas que conduzem ao quadro
neuropatico, atuando principalmente no controle dos fenbmenos de sensibilizagédo
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]piridinicos LASSBi0-1135 e LASSBIi0-1141 foram
previamente descritos como compostos anti-inflamatérios e com mecanismos de
acao inovadores, capazes de modular a atividade do sistema imune e a atividade
neuronal, o que levantou a hipotese de eficicia terapéutica destes derivados em
modelos de dor neuropatica (LIMA, 2010). Neste trabalho descrevemos que
LASSBIi0-1135 e LASSBI0-1141 (1) apresentam eficacia terapéutica em modelo
experimental de dor neuropética induzida por ligacédo parcial do nervo ciatico (PSL),
representada por atividades anti-alodinica mecanica e anti-hiperalgésica térmica.
Demonstramos que LASSBIio-1135 e LASSBIio-1141 (2) ndo alteram as
sensibilidades térmica ou mecénica basais dos animais, bem como ndo afetam a
atividade locomotora destes; (3) O tratamento com este derivados também reduziu a
expressdo do mRNA das citocinas pro-inflamatrorias TNF-a e IL-13 no DRG e na
medula espinhal de animais submetidos a PSL. Além disso, estes compostos
também reduzem o estado de ativacdo neuronal no DRG, reduzindo a expressao de
ATF-3. Conforme descrito anteriormente (LIMA, 2010) LASSBIio-1135 e LASSBio-

1141 parecem apresentar mecanismos de acao distintos e no presente estudo nos
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confirmamos esta observacao. Além de inibir a COX-2 e a ativacdo de MAPK p38,
LASSBI0-1135 se mostrou um (1) antagonista ndo competitivo do receptor TRPV1
em estudos eletrofisilégicos em ovocitos de Xenopus Laevis e um agonista do
receptor TRPAL; (2) LASSBIio-1135 modula a atividade neuronal promovendo o
influxo de calcio em neurénios do DRG, porém inibindo o influxo de calcio promovido
por ativacdo do receptor TRPV1; (3) LASSBIio-1135 ndo apresenta qualquer
atividade sobre os canais de célcio Ca,,2; (4) O tratamento de animais submetidos a
injuria do nervo ciatico por PSL com LASSBIi0-1135 em dose terapéutica nao
produziu efeito hipertérmico, observado para antagonistas classicos do receptor
TRPV1. Ja LASSBIio-1141 se mostrou um modulador do sistema adenosinérgico,
visto que (1) seu efeito anti-alodinico for bloqueado totalmente pelo antagonista do
receptor do A; no primeiro dia de tratamento, o que néo foi foi observado com
antagonista Aza. (2) O antagonista Aza bloqueou totalmente o efeito anti-alodinico de
LASSBIi0-1141 apenas ap0s 3 dias de tratamento; (3) O tratamento com LASSBio-
1141 aumentou a producdo de IL-10 na medula espinhal de camundongos
submetidos a PSL; (4) O tratamento de animais deficientes para IL-10 com
LASSBIi0-1141 reverteu parcialmente o seu efeito anti-alodinico no primeiro dia de
tratamento, porém houve reversao total apos 3 dias de tratamento; (5) LASSBio-
1141 aumentou os niveis de AMPc na medula espinhal de camundongos

submetidos a PSL.

Inserido em uma linha de pesquisa que busca o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento de doencas inflamatorias e desordens dolorosas
cronicas, nosso grupo desenvolveu a série de derivados imidazo[1,2-a]piridinicos
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 inflamatéria e nociceptiva mais
vigorosamente inibindo dois alvos considerados essenciais para a evolucao destas
respostas. Na triagem farmacoldgica para as atividades anti-inflamatoria e
analgésica destacaram-se LASSBIi0-1135 e LASSBIi0-1141. Mais tarde Lima e
colaboradores (2010) definiram o provavel mecanismo de acdo destes derivados,
confirmando que LASSBI0-1135 inibe a COX-2 e né&o inibe a atividade da MAPK
p38, mas a sua ativacéo. Todavia, LASSBIi0o-1141 ndo apresentou as mesmas acoes
observadas para LASSBIi0-1135, seu mecanismo de acdo € dependente da

89



concentracdo extracelular de adenosina, que agindo sobre seus receptores
proporciona as atividade analgésica e anti-inflamatodria observadas para LASSBio-
1141.

Sabendo da importancia de alvos como a MAPK p38 e o0s receptores de
adenosina e tendo caracterizado a atividade anti-hiperalgésica de LASSBio-1135 e
LASSBIio-1141 em modelos de dor aguda (LIMA, 2010), decidimos estudar as
eficacias terapéuticas destes derivados em modelo de dor neuropatica induzida por
ligac&o parcial do nervo ciatico. As doses terapéuticas de LASSBIi0-1135 e LASSBio-
1141 foram determinadas em estudos prévios (LACERDA et al., 2009; LIMA, 2010),
portanto estes compostos foram avaliados na dose de 100 umol/Kg e 10 pmol/Kg. O
tratamento terapéutico com estes derivados na maior dose foi capaz de reverter os
sintomas de alodinia mecanica e hiperalgesia térmica disparados pela lesdo do
nervo ciatico, porém com eficacias distintas. Enquanto LASSBio-1141 foi mais eficaz
em reverter completamente ambos os sintomas inclusive apds a primeira dose,
LASSBI0-1135 nédo reverteu estes sintomas apds a primeira dose, apresentando
efeito apenas a partir da terceira dose, revertendo completamente a hiperalgesia
térmica e apenas parcialmente a alodinia mecanica. Este efeito observado para
LASSBIio-1135 ndo parece estar apenas relacionado a biodisponibilidade mas
também ao mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na doenca, visto que este
derivado foi eficaz em reverter a hiperalgesia térmica em modelo de dor aguda ja a
partir da primeira hora (LIMA, 2010). Nesta dose terapéutica, nenhum dos
compostos apresentou alteracdes nas sensibilidades mecénica e térmicas basais ou
disfuncdo motora. Alteracbes nestes parametros sao bastante comuns em farmacos
Uteis no tratamento da dor neuropatica como a aplicacdo de capsaicina tépica na
neuralgia do trigémeo, que reduz a sensibilidade térmica dos pacientes, e 0s
farmacos gabapentina e pregabalina, que podem causar sedacdo (GILRON, 2007;
CLIVATTI et al., 2009; BARON et al., 2010).

Os modelos de dor neuropatica induzida por injaria do nervo periférico sdo
conhecidos pelas suas caracteristicas em promover alteracbes neuronais, em
células imunes e células gliais, proporcionando os processos de sensibilizacao
periférica e central (MALMBERG & BASBAUM, 1998; SCHOLZ & WOOLF, 2007,
KANNGIESSER et al., 2012). O papel das citocinas pro-inflamatoérias tem sido bem
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caracterizado no desenvolvimento destes processos, com destaque para o TNF-a e
a IL-1B. E conhecido que os niveis de TNF-a e IL-1B estdo elevados no DRG e no
SNC de camundongos submetidos a injuria do nervo ciatico (IGNATOWSKI et al.,
1999; SCHAFER et al., 2003; KANNGIESSER et al., 2012). Estas citocinas séo
responsaveis pela hiperatividade de neurénios do DRG e da medula espinhal, ja que
ambas as citocinas promovem a fosforilagdo do receptor NMDA aumentando a sua
atividade e também aumentam a frequéncia de correntes excitatorias pos-sinapticas
(SEPSC) no corno dorsal da medula espinhal (WEI et al., 2008, KAWASAKI et al.,
2009). Diversos inibidores da atividade ou produgédo destas citocinas se mostraram
eficazes no tratamento dos sintomas associados a dor neuropética em modelos
experimentais, como evidenciado pelos compostos SB203580 e talidomida
(GEORGE et al., 2000; MILLIGAN et al.,, 2003). LASSBIi0-1135 e LASSBio-1141
inibiram significativamente a expressdo do RNA mensageiro desta citocinas nestes
tecidos, corroborando o efeito observado em macréfagos isolados. LASSBIio0-1135 e
LASSBIio-1141 apresentaram efeitos inibitorios sobre a producdo de TNF-a em
macrofagos estimulados por mecanismos distintos e ja mencionados anteriormente,
0 que justificaria a hipétese de que os compostos apresentam eficacia terapéutica
por reduzirem a producéo das citocinas TNF-a e IL-13 no DRG e na medula espinhal
(LIMA, 2010). De acordo com estes dados, pode-se suspeitar que este efeito
inibitério observado para os compostos seja proveniente de um efeito direto sobre

células imunes, como os macréfagos e células gliais presentes neste tecidos.

O processo de sensibilizacdo periférica contribui para o aumento da
excitabilidade de neurénios do DRG. Dentre as alteracdes que acontecem neste
processo algumas sao comandadas pelas citocinas TNF-a e IL-18, como o aumento
da expressao de canais de sdédio resistente a TTX e a sensibilizacdo do receptor
TRPV1 (GERAU et al., 2006; HAGENACKER et al., 2010). O estresse metabdlico
causado pela injaria do nervo e por estes mediadores inflamatorios é responsavel
pelo aumento da expressao de diversos fatores envolvidos na transcricdo génica,
dentre eles o ATF-3 se destaca como principal marcador de injuria do nervo
periférico (TISUJINO et al., 2010). A expressdao de ATF-3 € observada apoés
transeccdo do nervo espinhal e apds constricdo crbnica do nervo ciatico e
permanece enquanto dura o processo neuropatico (TISUJINO et al., 2010;
ALLCHORNE et al.,, 2012). Correlacionando estas informacdes, é cabivel que
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quando o fenémeno de sensibilizacdo periférica é reduzido a expressdo de ATF-3
também reduza. Isto corrobora o que foi observado para o tratamento de animais
submetidos a injaria do nervo ciatico e tratados com LASSBIio-1135 e LASSBIo-
1141, houve uma reducédo significativa da expressdo de ATF-3 como resposta a

reducdo da expressao da citocinas pro-inflamatorias.

Portanto, todos estes efeitos culminaram com a reducdo dos processos de
sensibilizacdo periférica e central envolvidos na injaria parcial do nervo ciatico, apés
o tratamento com LASSBI0-1135 e LASSBIi0-1141. Esta observacédo ficou mais
concreta, quando evidenciamos a eficacia anti-hiperalgésica prolongada destes
derivados mesmo ap0s a interrupcdo do tratamento, onde o efeito permaneceu por

mais 5 dias.

Farmacos uteis no tratamento dos diversos tipos dos diversos tipos de dor
neuropatica como a gabapentina modulam apenas momentaneamente 0 processo
de sensibilizacdo central, ndo promovendo eficacia prolongada. Estudos recentes
tém mostrado que administracdo sistémica ou intracerebroventricular de
gabapentina ndo é capaz de produzir efeito alodinico e, além disso, o tratamento
com este fArmaco ndo é capaz de inibir a expressao das citocinas pré-inflamatorias
TNF-a e IL-1B (TANABE et al., 2008; NISHIYORI & UEDA, 2008; AMIN et al., 2012).
O que reforca a importancia das acdes de LASSBIi0-1135 e LASSBIio-1141 no
modelo de dor neuropética.

5.1 — LASSBi0-1135: UMA MOLECULA MULTIALVO.

Os efeitos anti-alodinico e anti-hiperalgésico observados para os derivados
imidazo[1,2-a]piridinicos no modelo de dor neuropatica induzida por PSL associados
aos estudos prévios, apontam para a diferenca dos mecanismos de acdo. LASSBIo-
1135 ja apresentava caracteristicas multialvo como relatado nos estudos anteriores,
inibindo a COX-2 (Clsp= 18,5 puM) e a producgéo de TNF-a (Clso= 642 nM) (LACERDA
et al.,, 2009; LIMA, 2010). Estudos de eficacia terapéutica no modelo de dor
neuropatica com LASSBI0-1135 mostraram que este composto € mais efetivo em

modelos de hipersensibilidade que fazem uso de estimulo térmico que estimulos
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mecanicos. Além disso, foi mostrado que LASSBIio-1135 bloqueia completamente a
hiperalgesia térmica induzida por capsaicina (0 que LASSBIio-1141 n&o faz) e
também ndo é observado para inibidores de COX-2 (LACERDA et al., 2009). Um
dos receptores responsaveis pela conducdo de estimulos térmicos nocivos € o
receptor TRPV1, cuja ativagcdo se da por temperaturas acima de 43 °C e por
capsaicina (CATERINA et al.,, 1997). O TRPV1 participa ativamente da reposta
nociceptiva durante a dor inflamatoria e a dor cronica. Mediadores que participam da
resposta inflamatéria como PGE,, NGF e bradicinina s&o capazes de sensibilizar os
receptores TRPV1 através de mecanismos de fosforilagdo, enquanto que as
citocinas séo responsaveis pelo aumento na expressao deste receptor em fibras Ad
e C apbs injaria do nervo ciatico (HUDSON et al.,, 2001; JULIUS & BASBAUM,
2001). Avaliando estas caracteristicas do receptor TRPV1 e o perfil de acdo de
LASSBI0-1135, surgiu a hipétese de antagonismo deste receptor como mecanismo
de acéo adicional.

Estudos eletrofisiolégicos em ovocitos de Xenopus Laevis expressando o
receptor TRPV1 de ratos mostraram que LASSBIio-1135 € um antagonista nao
competitivo deste receptor, inibindo as correntes estimulada por capsaicina e por pH
acido, um dos principais responsaveis pela ativacao deste receptor em condi¢cdes
inflamatdrias. Diversos antagonistas do receptor TRPV1 foram desenvolvidos nos
altimos anos para o tratamento de desordens relacionadas com dores cronicas,
alguns deles atingiram a fase 1 de estudos clinicos como SB-705498 e AM517 com
eficacia comprovada em modelos animais de dor neuropatica (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 sitio vanildide de ligacdo destes agonistas. Somente
poucos compostos estdo relatados na literatura como antagonistas ndo competitivos
do receptor TRPV1, dentre eles o DD161515 que apresenta uma poténcia similar
aguela apresentada por LASSBIi0-1135, sugerindo a existéncia de outros sitios de
ligacdo no receptor diferentes daquele da capsaicina, onde o derivado LASSBio-
1135 possivelmente se liga (GARCIA-MATINEZ et al., 2002).

Buscando mostrar a seletividade de LASSBIi0-1135 para o TRPV1, estudamos

seu efeito sobre outros canais envolvidos na resposta nociceptiva como o TRPAL e
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o canal de calcio Ca,,,. Para nossa surpresa, LASSBIio-1135 apresentou efeito
agonista sobre o receptor TRPA1 humano expresso em células HEK-293 em
estudos de imageamento de calcio, porém nao apresentou qualquer efeito sobre o
canal de célcio Ca,,». A poténcia para ativacdo do receptor TRPA1l é superior
aquela observada para inibicdo do TRPV1 e da producédo do TNF-a (TRPA1 CEso=
29,5 uM; TRPV1 Clso= 580 nM; TNF-a Clsp= 642 nM), porém parece contribuir para
0 mecanismo de acédo anti-alodinico e anti-hiperalgésico de LASSBIio-1135. Quando
avaliado o efeito de LASSBIi0-1135 sobre ativacao do influxo de calcio em neurdnios
do DRG, este composto promoveu o influxo de célcio, provavelmente por acao sobre
o receptor TRPA1, mas inibiu o influxo promovido por capsaicina em células de
pequeno e médio diametro, que sao células que expressam o receptor TRPAl e o
TRPV1. A ativacdo do receptor TRPAL1 promovendo o influxo de calcio por si s6
pode inibir a ativacdo do receptor TRPV1 por mecanismos de dessensibilizacao
cruzada em neurdnios do DRG que expressam ambos 0s receptores e, desta forma,
contribuir para os efeitos anti-alodinicos e anti-hiperalgésicos de LASSBIl0-1135
(AKOPIAN et al., 2008; MAYUR et al., 2010). De fato este fenbmeno ja foi observado
para outros ativadores do receptor TRPAL como os agonistas canabindides WIN e o
AM1241, onde o aumento do influxo de célcio através do receptor TRPAL reduziu o
influxo de célcio induzido por capsaicina em neurbnios 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 eficacia de LASSBIio-1135 nos modelos de hipersensibilidade
térmica e, até mesmo, seu efeito apenas parcial na reducdo da hipersensibilidade
mecanica. Alguns trabalhos recentes mostram que o antagonismo do TRPV1, com
compostos que ultrapassam a barreira hematoencefalica e atuam no SNC
principalmente na medula espinhal, é capaz de inibir além da hipersensibilidade
térmica a hipersensibilidade mecéanica (KANAI et al., 2005). O agonismo do receptor
TRPA1 também tem importancia no desenvolvimento da resposta analgésica ao
nivel do SNC. Os efeitos analgésicos do paracetamol e do canabindide A°-
tetrahidrocanabiorcol sdo mediados por ativacdo do receptor TRPAL presentes nos
terminais centrais dos neurdnios aferentes primarios (ANDERSSON et al., 2011).
LASSBIio-1135 pode também atuar nestes receptores presentes no SNC,
principalmente devida a sua lipofilicidade representada pelo seu alto LogP tedrico
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(LogP= 4,1; calculado usando o programa Chemdraw v 12.0), o que permitiria sua
rapida passagem pela barreira hematoencefélica.

A contribuicdo da inibicdo da COX-2 para 0 mescanismo de acao anti-
alodinico e anti-hiperalgésico de LASSBIi0-1135 é pouco provavel, visto que nosso
laboratdrio testou anti-inflamatoérios inibidores seletivos e ndo seletivos de COX-2,
como o acido acetilsalicilico e o celecoxibe, e nenhum deles apresentou eficacia

terapéutica no modelo dor neuropatica induzida por PSL.

A diversidade de mecanismo de agédo de LASSBIio-1135 o designa como um
composto multialvo, controlando a dor neuropatica por atuar em diversos alvos
envolvidos na fisiopatologia desta doenca, porém a promiscuidade de acédo pode
desencadear efeitos adversos significativos. O principal efeito adverso relacionado
aos antagonistas TRPV1 é a inducdo de hipertermia (GAVVA et al., 2008). Alguns
antagonistas chegaram a fase de estudos clinicos, mas foram retirados pois
promoviam hipertermia (GUNTHORPE & CHIZH, 2009). A inducdo de hipertermia
parece estar mais relacionada a compostos que inibem a ativacdo do receptor tanto
por substancias como a capsaicina quanto por pH &cido. Ja compostos que nao
inibem o estimulo do TRPV1 induzido por pH &cido ndo promovem a hipertermia
(LEHTO et al., 2008; WATABIKI et al., 2011). LASSBIi0-1135 inibiu as duas formas
de ativacdo do receptor TRPV1, porém ndo produziu efeito hipertérmico.
Provavelmente este efeito ndo foi observado devido as suas ac¢des inibitdrias sobre
outros alvos envolvidos na regulacdo da temperatura corporal, como a COX-2 e o

TNF-a, o que contrabalancgaria seu efeito antagonista sobre o receptor TRPV1.

Desta forma, apresentando-se como um composto multialvo controlando
diversos alvos essenciais envolvidos no desenvolvimento da resposta neuropética e,
nao apresentando os principais efeitos adversos relacionados a modulacdo destes
alvos, LASSBIi0-1135 desponta como um candidato a protétipo de farmacos para o

tratamento dos diversos tipos de dor neuropética.
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5.2 — LASSBi0-1141: MODULADOR DO SISTEMA ADENOSINA/ AMPc/
IL-10.

LASSBI0-1141 foi caracterizado previamente como um modulador do sistema
adenosinérgico, inibindo a producdo de TNF-a. Suas ag¢des anti-inflamatoérias e
analgésicas sdo bloqueadas por antagonistas nao especificos dos receptores de
adenosina, parcialmente pelo antagonista A, seletivo e pela adenosina desaminase
(ADA), enzima que metaboliza a adenosina transformando-a em inosina. Estes
efeitos previamente determinados impulsionaram os estudos para investigacdo do
envolvimento do sistema adenosinérgico no mecanismo de acdo anti-alodinico e
anti-hiperalgésico apresentado por LASSBio-1141 no modelo de dor neuropatica
induzida por PSL.

Os principais receptores de adenosina estudados no desenvolvimento da dor
neuropatica sdo o0 A; e 0 Aza. O receptor A; é altamente expresso nos neurdnios de
pequeno e médio didmetro do DRG, presumivelmente os neurdnios nociceptores
(LIMA et al.,, 2010). Além disso, este receptor € expresso também nos terminais
centrais de neurdnios aferentes primarios € nos neurbénios pos-sinapticos (CHOCA
et al., 1987). A administracéo local ou sistémica de agonistas do receptor A;, Como 0
CCPA e o ENBA, promoveram a reducdo rapida da alodinia mecénica 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 A; também apresentam aumento da hipersensibilidade mecéanica e térmica
apos injaria do nervo ciatico (WU et al., 2005). Foi relatado recentemente o aumento
da expressdo do receptor A; em astrécitos apos injuria do nervo ciatico, o que
parece direcionar a hiperatividade destas células no quadro neuropéatico (LUONGO
et al., 2012). Todos este efeitos se assemelham ao que foi observado para
LASSBIio-1141, ja que desde a primeira hora ap0s a primeira dose reduziu
consideravelmente as hipersensibilidade mecéanica e térmica. Corroborando esta
observacdo, o0 antagonista do receptor A; DPCPX administrado tanto

sistemicamente quanto direto no SNC reverteu estes efeitos de LASSBio-1141. A
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reversdo do efeito anti-alodinico produzido pela administracéo intratecal DPCPX,
sugere que LASSBio-1141 ultrapasse a barreira hematoencefalica para produzir
seus efeitos, isto € reforcado pelo LogP teorico deste composto se elevado (LogP=
4,2, calculado usando o progrma Chemdraw v 12.0). Desta forma, sugere-se que o
efeito anti-alodinico inicial de LASSBIio-1141 seja exercido por modula¢do do

receptor A; expresso em neurdnios da medula espinhal.

A acdo de LASSBI0-1141 modulando o receptor A; justifica a sua eficacia
imediata em reverter a alodinia mecanica no modelo de dor neuropatica induzida por
PSL, porém ndo justifica suas a¢fes inibitérias sobre a producéo das citocinas proé-
inflamatérias TNF-a e IL-13, nem a sua eficacia prolongada apos a interrupgcédo do
tratamento. O receptor A; € reconhecido por aumentar a producdo de citocinas pro-
inflamatorias a curto prazo, porém a sua ativacdo em células inflamatérias promove
um aumento da expressao do receptor Az a longo prazo. Este receptor medeia a
inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatdérias através do aumento do AMPc
(NAKAV et al., 2008). Além disso, LASSBIio-1141 parece ter o seu mecanismo de
acdo dependente da concentracdo extracelular de adenosina, portanto este
nucleosideo poderia ativar ambos os receptores para produzir a eficacia terapéutica
de LASSBIi0-1141. Desta forma, investigamos também a participacdo do receptor
Aza N0 mecanismo de agdo anti-alodinico de LASSBIio-1141 e confirmamos que ele
esta envolvido, porém ndo no efeito observado nas primeiras horas de tratamento.
Isso porque 0 antagonista A,a reverteu apenas parcialmente a eficacia anti-alodinica
de LASSBIi0-1141 apés a administracdo da primeira dose, sendo a reversao total
observada apenas 6 horas ap6s a sua administracéo. Estes resultados confirmam a
maior participacdo do receptor A; no efeito inicial de LASSBIio-1141, porém com o
tratamento prolongado o antagonista A,a bloqueia totalmente os efeitos de LASSBio-

1141 nos 5 dias subsequentes.

Uma possivel hipétese para este deslocamento de importancia entre receptor
A; e A talvez esteja na modulagdo de células da glia, ja que o receptor Aa ndo é
funcionalmente expresso em neurénios do DRG ou do corno dorsal da medula
espinhal. Como relatado anteriormente, a ativacdo do receptor A1 em células
imunes aumenta a expressao do receptor A,a apos 6 horas. O mesmo pode estar

ocorrendo em células da glia durante o quadro neuropético, ja que é sabido que a
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expressao do receptor Aa nestas células sé ocorre apos um determinado tempo do
estimulo neuropético, enquanto que o receptor A; estd expresso normalmente antes
do estimulo (ORR et al., 2007). Desta forma, a ativacao indireta inicial do receptor A;
por LASSBIio-1141 promoveria 0 aumento da expressdo do receptor Aza, que se

tornaria o responséavel pelo efeito farmacolégico deste derivado.

Agonistas do receptor A,a quando administrados por via intratecal em
modelos de dor neuropatica apresentam eficacia prolongada. A administracdo de
uma unica dose dos agonistas ATL-313 e CGS21680 em animais com injuria do
nervo ciatico promoveu a reversao do quadro neuropatico, com reducao da alodinia
mecanica e da hiperalgesia térmica que durou no minimo 4 semanas (LORAM et al.,
2009). Este efeito foi mediado pela inibicdo da ativacdo de microglia e astrécitos, o
gue culminaria na reducdo da producdo de citocinas proé-inflamatérias na medula
espinhal. LASSBIio-1141 também apresentou efeito prolongado apds a interrupgéo
do tratamento, com reducao da atividade de células gliais que foi avaliada através da
producao de citocinas, enfatizando mais uma vez a modulacdo do receptor A,a para

manifestacao de eficacia terapéutica na reversdo dos sintomas de dor neuropética.

A ativacdo do receptor Ap,an promoveu eficacia prolongada e reducdo da
ativacao de células gliais aumentando a producéo da citocina anti-inflamatéria 1L-10
em células da glia (LORAM et al., 2009). Outros compostos que aumentam a
liberacdo de IL-10 na medula espinhal também apresentam eficicia prolongada em
modelos de dor neuropatica. O ibudilast, um inibidor de PDE-4 com outros efeitos
ainda nado revelados, mostrou efichcia em reverter a alodinia mecénica e a
hiperalgesia térmica produzida por lesdo do nervo ciatico através do aumento da
producéo de IL-10 na medula espinhal (YOSHIKAWA et al., 1999; LEDEBOER et al.,
2006). A prépria administracdo de IL-10 ou o uso de estratégias de biotecnologia
gue aumentam a producao desta citocina promovem eficacia terapéutica prolongada
em modelos de dor neuropética. LASSBIi0-1141 também aumenta a producéo de IL-
10 na medula espinhal e isto justifica a reducdo na expressédo do RNA mensageiro
das citocinas pro-inflamatdrias e o seu efeito prolongado. Corroborando estes dados,
o tratamento de animais deficientes para IL-10 e submetidos a PSL com LASSBio-
1141, ndo apresentou eficacia anti-alodinica sendo a resposta muito semelhante

aguela obtida com o tratameto com o antagonista Aga.
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Sabendo que a ativacdo do receptor A,a estd acoplada a proteina Gs
promovendo o aumento dos niveis intracelulares de AMPc, somado as informagfes
de que outros compostos que aumentam o0s nhiveis deste nucleotideo ciclico por
mecanismos diversos também aumentam a producdo IL-10, investigamos se o
tratamento com LASSBIio-1141 promoveria o0 aumento de IL-10 por aumentar 0s
niveis de AMPc na medula espinhal. O ibudilast aumenta a producdo de IL-10 por
mecanismos dependentes do AMPc (YOSHIKAWA et al.,, 1999). LASSBio-1141
também aumentou os niveis de AMPc na medula espinhal de animais submetidos a
injuria do nervo ciético. Portanto, o provavel mecanismo de acdo anti-alodinico e
anti-hiperalgésico de LASSBIio-1141 envolve ativagdo inicial do receptor A; em
neurdnios e células gliais, posteriormente ativacao do receptor A,a em células gliais
proporcionando o aumento dos niveis intracelulares de AMPc, que culmina na

producéo de IL-10.

O mecanismo exato pelo qual LASSBio-1141 modula os receptores de
adenosina permanece uma incognita. O que se sabe é que os efeitos deste
composto sdo dependentes da concentracdo extracelular de adenosina (LIMA,
2010). Estudos foram realizados na tentativa de elucidar o seu mecanismo de agéo
exato porem sem qualquer éxito. Foram realizados teste para atividade sobre a
enzima ADA, sobre o receptor Aza e sobre a PDE-4, enzima que metaboliza o AMPCc,

todavia nenhum destes alvos sofreu qualquer acao de LASSBio-1141.

Portanto, aqui mostramos que LASSBIi0-1141 é um proeminente candidato a
protétipo de farmaco para o tratamento da dor neuropética, revertendo o quadro
neuropatico de forma prolongada através do controle da producéo de citocinas pré e
anti-inflamatérias. Consequentemente LASSBio-1141 também reverteria 0s
fendbmenos de sensibilizacdo central e periférica presentes na dor neuropatica, o que

ratifica a sua eficacia terapéutica.
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6 - CONCLUSAO

O conjunto de dados apresentado neste trabalho demonstra a eficacia
terapéutica dos derivados imidazo[1,2-a]piridinicos LASSBio-1135 e LASSBio-1141
no tratamento dos sintomas de alodinia mecanica e hiperalgesia térmica
apresentados no modelo de dor neuropatica induzida por ligacdo parcial do nervo

ciatico.

LASSBIio-1135 e LASSBIi0-1141 reduzem a alodinia mecanica e a
hiperalgesia térmica sem causar qualquer alteracdo nas sensibilidades mecéanica ou
térmica basais do animais. Além disso, o tratamento com estes derivados nao

promove alteracdes locomotoras.

A eficacia terapéutica de LASSBIi0-1135 e LASSBIio-1141 no modelo de dor
neuropatica foi comprovada pela reducdo da expressdo das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a e IL-1p no DRG e na medula espinhal e pela reducéo do estado
de ativacdo dos neurbnios do DRG, evidenciado pela reducéo da expresséo de ATF-
3. Tudo isso proporciona a reducdo dos fendmenos de sensibilizacdo central e
periférica, promovendo a eficacia prolongada mesmo apds o fim do tratamento.

LASSBIi0-1135 se apresenta como um composto multialvo controlando a
atividade imune e neuronal através da inibicdo da producdo de TNF-a, antagonismo
nao competitivo do receptor TRPV1 e agonismo do receptor TRPAL. Estes efeitos
proporcionam reducdo da atividade neuronal, com reducao do influxo de calcio em

neurdnios do DRG.

LASSBI0-1135 néo induz a hipertermia, um dos principais efeitos adversos de

antagonistas classicos do receptor TRPV1.

LASSBI0-1141 apresenta eficacia anti-alodinica e anti-hiperalgésica atraves
da modulacdo do sistema adenosinérgico. Seus efeitos parecem ser dependentes
da concentracdo extracelular de adenosina como observado previamente, com
modulacdo dos receptores A; expressos em células da glia e neurénios e modulagéo

do receptor Aa expresso em ceélulas da glia.
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Modulando receptor A,a em células da glia, LASSBio-1141 aumenta os niveis
intracelulares de AMPc, estimulando a producéo de IL-10 na medula espinhal. A IL-
10 é a principal responsavel pelas ac6es de LASSBIio-1141 sobre a producédo de

citocinas pro-inflamatorias.

Portanto, concluimos que LASSBIi0-1135 e LASSBIi0-1141 modulam a
atividade de células imune, gliais e neuronais, controlando os fenémenos de
sensibilizacdo central e periférica que sdo o0s principais responsaveis pelo
desenvolvimento e manutencédo da dor neuropatica. Desta forma, estes derivados
despontam como potenciais candidatos a farmacos para o tratamento dos diferentes

tipos de dor neuropética.
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