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O desenvolvimento de novas moléculas capazes de inibir a dor tem sido 

árdua tarefa tanto para a indústria farmacêutica quanto para a academia. Dois 

sistemas estão intrinsecamente relacionados com a transdução e modulação da dor, 

o canabinoide, representado pelo receptor CB1 e o vaniloide (receptor TRPV1). 

Substâncias endógenas como a anandamida (AEA) agem sobre os dois sistemas, 

mostrando um correlação entre os requisitos químicos de ação nos mesmos. O 

Laboratório de Sintese e Avaliação de Substâncias Bioativas (LASSBio) 

desenvolveu o LASSBio-294 que mostrou-se um agente anti-inflamatório brando. 

Visando melhorar essa função, foi realizada a hibridação do LASSBio-294 com a 

nimesulida, obteve-se o LASSBio-881 que possui ação de antagonista no receptor 

TRPV1 e agonista inverso CB1, enquanto que o 294 tem atividade agonista parcial 

CB1 e antagonista TRPV1. No presente trabalho estudamos uma série de moléculas 

com modificações pontuais entre o 294 e o 881, visando compreender a relação 

estrutura-atividade para cada uma dessas funções. Usando técnicas de 

eletrofisiologia em ovócitos e fluorescência de cálcio em células de gânglio da raiz 

dorsal, verificamos que a função antagonista TRPV1 depende do volume do 

substituinte lipofílico e que a capacidade de inibir o CB1 está relacionada com a 

presença do grupamento nitro. Esses achados serão úteis para o desenho de novas 

N-acilidrazonas tendo os receptores CB1 e TRPV1 como alvos farmacológicos. 

 

 

Palavras-chave: Nocicepção, LASSBio 294, TRPV1 , CB1, Eletrofisiologia, Cálcio.  
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ABSTRACT 

 

AVALIAÇÃO DA RELAÇÃO ESTRUTURA-ATIVIDADE DE N-ACILDRAZONAS 

NOS RECEPTORES CANABINOIDE CB1 E VANILOIDE TRPV1. 

 

Alex da Silva Nismachin 
Supervisor: Marília Zaluar Passos Guimarães 

 

Abstract of the master’s dissertation presented to the Graduate Program in 
Pharmacology and Medicinal Chemistry, Institute of Biomedical Sciences, Federal 
University of Rio de Janeiro –UFRJ, as part of the requirements for obtaining a 
Master's degree in Science (Pharmacology). 

 

The discovery of new drugs capable of inhibiting pain has been a great effort 

for the pharmaceutical industry and research laboratories. Two systems are 

intrinsically involved in the transduction and modulation of pain signals, the 

cannabinoid (CB1 receptor) and vanilloid (TRPV1 receptor). Endogenous 

substances, such as anandamide, act on both receptors, suggesting a common 

chemical signature for action in these systems. The Laboratório de Sintese e 

Avaliação de Substâncias Bioativas (LASSBio) has developed LASSBio-294, which 

has poor anti-inflammatory activity. Aiming at improving this function in similar 

molecules, LASSBio-294 was hybridized with nimesulide. From the series of 

molecules obtained, LASSBio-881 was shown to have TRPV1 and CB1 antagonistic 

activity, whereas LASSBio-294 is a TRPV1 partial agonist and antagonist. In the 

present work we investigated molecules with little modifications between 294 and 

881, with the purpose of studying the structure-activity relationship for actions on CB1 

and TRPV1. Using oocyte electrophysiology and calcium imaging in DRGs, we found 

that the antagonism at TRPV1 is dependent on the volume of the lipophilic substitute 

and that the antagonism at CB1 requires the presence of the nitro group. These 

findings will be useful for the design of new N-acylhydrazones targeting the CB1 and 

TRPV1 receptors. 

 

Keywords: Nociception, LASSBio-294, TRPV1, CB1, Eletrophysiology, Calcium. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Dor 

 

A dor aguda funciona como um sensor que serve para nos proteger de 

estímulos nocivos como calor, frio extremo, algumas substâncias químicas e danos 

teciduais mecânicos (Stemkowski e Smith, 2012). Sem a habilidade de sentir dor 

aguda, o organismo não se sente impelido a dar fim à atividade que promove a 

injúria, mesmo que seja algo nocivo e perigoso. Assim, pessoas com essa 

insensibilidade congênita à dor, que é causada por problemas em genes diferentes, 

correm perigo constantemente e tendem a não viver muito (Danziger e Willer, 2009). 

 

A dor crônica, por sua vez, é difícil de tratar e geralmente causa um impacto 

muito negativo na qualidade de vida dos pacientes (Poliakov e Toth, 2011) e um 

gasto de aproximadamente US$ 600 bilhões somente nos Estados Unidos (Institute 

of Medicine (US), 2011). Por isso e pelo fato de que a eficácia e/ou segurança dos 

fármacos atuais é limitada, busca-se novos analgésicos para tratamento de dores 

crônicas. A dor crônica envolve mudanças na expressão/função de diferentes tipos 

de canais iônicos em neurônios sensoriais periféricos, bem como no sistema 

nervoso central (Von Hehn et al., 2012). Algumas das mudanças são super-

regulação de receptores de N-metil-D-Aspartato (NMDA) e canais de cálcio 

dependente de voltagem no corno da raiz dorsal (Weyerbacher et al., 2010). 

 

A dor pode ser classificada em 3 tipos. O primeiro tipo é a dor do estado 

inicial de alerta fisiológico do sistema de proteção, essencial para detectar e 

minimizar o contato com estímulos nocivos. Esta é a dor que sentimos quando 

tocamos algo muito quente, gelado ou pontudo e esta dor está diretamente ligada à 

sensação proveniente de um estímulo nocivo, e é chamada de dor nociceptiva 

(Figura 1 A). Possui um limiar relativamente alto de ativação e logo só é acionada 

frente a um estímulo intenso (Basbaum et al., 2009c).   
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  O segundo tipo de dor também é adaptativa e de proteção, a chamada dor 

inflamatória. Por aumentar a sensibilidade sensorial após um dano tecidual, essa dor 

auxilia na recuperação da parte do corpo atingida, criando uma situação que 

desestimula o contato físico e o movimento. Isso ocorre porque é gerada uma 

hipersensibilidade à dor no local inflamado, fazendo com que ocorra a alodinia (um 

estímulo inócuo passa a provocar dor) e hiperalgesia (um estímulo que já seria 

doloroso provoca mais dor ainda). Esta dor é causada pela ativação do sistema 

imunológico pela injúria tecidual ou infecção (Figura 1B) (Basbaum et al., 2009b). 

 

Finalmente há a dor que não é protetora, mas que resulta do funcionamento 

anormal do sistema nervoso. Essa dor patológica (Figura 1C),  não compreende um 

sintoma de algum distúrbio, mas se trata de uma doença do próprio sistema nervoso. 

Esse tipo de dor pode ocorrer após algum dano ao sistema nervoso (dor 

neuropática), e também em condições em que não há dano ou inflamação (dor 

disfuncional) como em fibromialgia, síndrome do colo irritável, doença da articulação 

temporo-mandibular, cistites intersticiais e outras síndromes em que existe dor 

substancial mas não um estímulo que explique a origem desta dor e nenhuma 

inflamação periférica. A sensação que sentimos nestes 3 casos nós chamados de 

dor, mas devido ao processo de origem de cada uma delas, o tratamento deve ser 

direcionado para cada mecanismo responsável pela sua origem (Woolf, 2010b). 

 

1.2 Nociceptores 

 

Os estímulos nocivos são detectados por nociceptores primários que se 

localizam em terminais periféricos na superfície corpórea ou em órgãos internos. Os 

corpos celulares desses neurônios se encontram nos gânglios da raiz dorsal (DRG) 

ou nos gânglios trigêmeos (Basbaum et al., 2009a). Em humanos há 29 pares de 

DRG (um em cada nível vertebral) e um par de gânglios trigêmeos. Estes neurônios 

possuem uma morfologia peculiar com uma projeção axonal unipolar chegando ao 

corpo celular e bifurcando-se em 2 vias, uma muito longa que termina nas áreas 

periféricas sensoriais e a segunda projeção que se conecta com o sistema nervoso 

central (SNC) na medula espinhal ou no tronco cerebral (Tandrup, 1995). A parte 
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distal detecta o estímulo nocivo, gerando potenciais de ação que são propagados ao 

longo da fibra axonal até as sinapses centrais no SNC (Devor, 1999) (Figura 2). 

 

 
 
 
Figura 1: Classificação da dor: (A) Dor nociceptiva representa a sensação associada com a detecção 
de um estímulo potencialmente nocivo de dano tecidual. (B) Dor inflamatória  é associada a um dano 
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tecidual e ao infiltrado de células imunes que promove o reparo devido a hipersensibilidade. (C) Dor 
patológica é causada pelo dano ao sistema nervoso (Neuropática) ou por sua função anormal 
(disfuncionalidade) (Woolf, 2010a). 

 

A classificação das fibras sensoriais depende de suas funções (Velocidade de 

condução – VC) e de suas características anatômicas (Perl, 2007). As principais 

fibras envolvidas no processo de transmissão dos estímulos sensoriais estão 

descritas no quadro abaixo (Quadro 1) com suas principais características 

(Zotterman, 1939; Julius e Basbaum, 2001b). 

 

Quadro 1 : Tipos de fibras e suas características 

FIBRA NERVOSA DIAMETRO ( µM ) VELOCIDADE ( M/S ) 

Aα (Mielinizada) 5-20 70-120 

Aβ (Mielinizada) 5-20 30-70 

Aδ (Mielinizada) 2-5 12-30 

C (Não mielinizada) 0.5-1 0.5-2 

 

 

Os neurônios nociceptivos são caracterizados em 2 tipos, de acordo com a 

expressão de alguns marcadores. O primeiro grupo são dos que dependem do fator 

de crescimento neural (NGF), que expressam os receptores de tirosina cinase tipo A 

(TrKA) e liberam substância P (Figura 3). O segundo compreende os neurônios que 

são responsivos ao fator neurotrófico derivado da glia (GDNF), que expressam os 

receptores RET (receptores tirosina cinase com único domínio transmembranar 

responsável pelo crescimento e manutenção de vários tecidos e células), não 

liberam a substância P, podem ser diferenciados pela marcação seletiva com α-D-

galactosil Lectina IB4, e expressam os receptores P2X3, um canal iônico purinérgico 

(Hokfelt et al., 1994; Molliver et al., 1995; Molliver et al., 1997).  

 

O potêncial receptor transitório vaniloide tipo 1 (TRPV1) está presente na 

população de neurônios não-mielinizados de lenta condução (Fibras C) e também 

nas fibras levemente mielinizadas (Fibras Aδ) que expressam as substâncias 

peptídicas substância P, neurocinina A e o peptídeo relacionado ao gene da 
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calcitonina (CGRP),que constitui aproximadamente 30-50% de todos os neurônios 

sensoriais dos gânglios dorsais (Tominaga et al., 1998a; Kobayashi et al., 2005) 

 

 
Figura 2: Anatomia dos nociceptores.(A) Neurônios sensoriais estão localizados em gânglios 
periféricos (Trigêmeo e gânglio da raiz dorsal). (B) Muitos nociceptores são amielinizados com 
axônios de pequeno diâmetro (Fibras C em vermelho), sua aferência periférica inerva a pele (derme 
e/ou epiderme) e o processo central se projeta para a superfície da lâmina I e II do corno dorsal da 
medula. (C) As fibras A são mielinizadas e possuem velocidade de condução maiores que as C. As 
fibras A se projetam para a superfície da lâmina I e V. (Dubin e Patapoutian, 2010) 
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Em um terminal de nociceptor existem várias proteinas receptoras que agem 

conjuntamente regulando a sensibilidade do mesmo, através da influência de um 

sob os outros. É o caso dos receptores de bradicinina do tipo 2 (BK2), TrkA de NGF, 

canabinoides (CB1) , os receptores de potencial transitório do tipo V1 (TRPV1) e de 

prostaglandinas (PG), como mostra a figura 4. 

 

 
Figura 3: Sensibilização de um nociceptor por injuria tecidual ou inflamação. Os nociceptores 
aferentes primários (neurônios púrpura) são ativados por estímulos térmicos, químicos ou mecânicos. 
Uma vez ativadas, essas fibras transmitem sinais nocivos para neurônios secundários na raiz dorsal 
da medula, e estes ao SNC gerando uma percepção de desconforto agudo ou dor. Na periferia, 
transmissores são liberados como a substância P e peptídeo relacionado ao gene da calcitonina 
(CGRP), que provocam vasodilatação e com isso o estravazamento vascular. Essas ações promovem 
o recrutamento de células imunes, conhecida como inflamação neurogênica. A “sopa” inflamatória 
gerada no local contém neurotrofinas, prostanóides, lipídios bioativos, prótons extracelulares, 
nucleotídeos e monoaminas que interagem cada um com seu receptor específico no nociceptor, para 
aumentar sua sensibilidade a estímulos físicos ou químicos. Esse fenômeno representa a chave pelo 
qual a injuria tissular provoca a hipersensibilidade a dor. (Julius, 2013) 

 

O NGF é importante para o desenvolvimento do neurônio em períodos 

embrionários, mas depois na fase adulta ele causa sensibilização aguda de 

respostas que envolvem a ativação do TRPV1 (Shu e Mendell, 1999). O NGF ao se 

ligar ao receptor TrKA ativa a sinalização via fosfolipase-Ɣ (PLC-Ɣ) (Ganju et al., 

1998), potencializando as ações do TRPV1 de maneira semelhante à bradicinina 

(Womack et al., 2000). Os nociceptores expressam os canais de sódio dependente 
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de voltagem dos subtipos Nav 1.8 e Nav 1.9 que são resistentes a tetrodotoxina (TTX) 

(Baker e Wood, 2001). Já a prostaglandina PGE2 diminui o limiar de ativação dos 

canais de sódio pela fosforilação da proteína do canal pela proteína cinase A (PKA) 

dependente de adenosina 3`,5`-monofosfato cíclico (AMPc), que tem sua 

concentração aumentada com a ativação do receptor de prostaglandina (England et 

al., 1996). O receptor canabinoide CB1 por sua vez atua reduzindo os níveis de 

AMPc, pela inibição de sua enzima precursora, adenilato ciclase, e com isso não 

ativa a proteína cinase A (PKA), o que aumenta o limiar de excitabilidade do 

nociceptor, exercendo assim uma ação contrária ao do receptor de PGE2 (Howlett, 

1995). 

 

 
Figura 4: Terminal de um nociceptor:  Quando exposto a neurotransmissores e agentes pró-
inflamatórios tem sua sensibilidade alterada através de mecanismos intra e extracelulares. O receptor 
vaniloide TRPV1 (VR1) e os canais de sódio dependentes de voltagem (Nav 1.8 e 1.9)  resistentes a 
tetrodoxina (TTX-R) aparecem como alvos de modulação. Respostas do TRPV1 ao calor podem ser 
potencializadas pela interação direta do canal com os prótons extracelulares (H+), alguns 
eicosanoides e pelo endocanabinoide anandamida (AEA). O TRPV1 pode ser sensibilizado por 
agentes como NGF ou bradicinina, que se ligam aos seus próprios receptores (TrkA e BK 
respectivamente) e estimulam a fosfolipase C (PLC-Ɣ ou PLC-β, respectivamente), o que leva à 
hidrólise de fosfolipídios de membrana e consequentemente à perda da inibição exercida pelo 
fosfatidil 4`,5`bifosfato (PIP2) no TRPV1, além da estimulação da isoforma da proteína kinase C, 
como PKC-Ɛ. Propõe-se que essas ações potenciam as funções do TRPV1. As prostaglandinas, 
através de seu receptor (PG), e os canabinoides em seus receptores (CB), ambos com ação sobre a 
enzima adenilato ciclase exercem ações antagônicas: as prostaglandinas diminuem e os 
canabinoides aumentam o limiar de ativação para abertura do canal de sódio dependente de 
voltagem. (Julius e Basbaum, 2001a) 

Após uma lesão tecidual, muitas substâncias são liberadas no meio 

extracelular (Levine e Reichling, 1999). Entre as várias substâncias liberadas, está a 
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bradicinina (BK), que é capaz de provocar despolarização imediata se adicionada a 

uma cultura de nociceptores (Burgess et al., 1989). A BK se liga ao receptor BK2 

que induz a hidrólise pela fosfolipase C (PLC) do fosfatidil 4’5’-bifosfato (PIP2), 

causando um aumento intracelular da concentração de Ca+2, proveniente dos 

estoques do retículo endoplasmático. Além disso também causa a ativação da 

proteína cinase C (PKC) da isoforma-Ɛ, que fosforila o receptor TRPV1, diminuindo 

assim seu limiar de ativação (Cesare e McNaughton, 1996; Premkumar e Ahern, 

2000). 

 

1.3 Receptores TRPV1 

 

 Os canais de potencial receptor transitório (TRPs) foram descritos pela 

primeira vez em Drosophila melanogaster em 1989 (Montell e Rubin, 1989). Hoje 

cerca de 30 TRPs são conhecidos, e eles respondem a estímulos térmicos, químicos 

(pH, lipídios) e a vários outros vindos do meio intra ou extracelular (Nilius e Voets, 

2005; Mathie, 2010; Nieto-Posadas et al., 2011; Garrison e Stucky, 2011).  

Seis divisões dos canais TRP foram identificados: TRPC (Canônico), TRPV 

(Vaniloide), TRPM (Melastina), TRPA (Anquirina), TRPP (Poli-Cistina) e TRPML 

(Mucolipin), mas sem dúvidas o TRPV1 continua como o mais conhecido e estudado 

(Patapoutian et al., 2009; Nieto-Posadas et al., 2011). O receptor TRPV1, conhecido 

anteriormente como receptor vaniloide tipo 1 (VR1), foi identificado como receptor do 

composto vaniloide capsaicina (Caterina et al., 1997a). A capsaicina, ou trans-8-

metil-N-vanilil-6-nonamida, é um alcaloide de ocorrência natural em algumas plantas 

do gênero Capsicum, mais conhecidas como as pimentas vermelhas (Figura 6A). O 

TRPV1 é expresso em receptores polimodais e acredita-se que sua função seja 

como um integrador molecular de estímulos nocivos, como calor, vaniloides, ácidos, 

toxinas e substâncias endógenas pró-inflamatórias (N-araquidonoildopamina, 

produtos da lipooxigenase provenientes do ácido araquidônico e anandamida) 

(Figura 6B) (Tominaga et al., 1998b);(Caterina et al., 2000);(Tominaga e Julius, 

2000); (Caterina e Julius, 2001). 

O Canal TRPV1 é uma proteína homotetrâmera com cada subunidade 

formada por 6 domínios transmembranares (Figura 5) (Kedei et al., 2001a; Tominaga 
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e Tominaga, 2005). A estrutura em alta resolução do TRPV1 foi descrita por Liao e 

colaboradores em 2013 (Liao et al., 2014). 

 

 

Figura 5: Representação do receptor TRPV1. (A) Estrutura em cilindros, (B) Estrutura em fitas 
(Cromer e McIntyre, 2008). 

 
 

O TRPV1 de rato tem peso molecular de 95 kDa, uma proteína integral de 

membrana formada por 838 aminoácidos cada subunidade (839 em humanos), com 

uma homologia de 98%. A região transmembranar está entre os resíduos 433–684, 

consistindo de 6 segmentos helicais transmembranares, S1–S6, e mais um ‘‘P-loop’’. 

Esse loop juntamente com as hélices S5 e S6 formam o poro iônico com seletividade 

para cátions (Caterina et al., 1997b; Owsianik et al., 2006). As outras regiões,como 

as porções N e C terminais intracelulares formam uma grande região citoplasmática 

que compreende cerca de 70% da massa da proteína total. O TRPV1 exerce sua 

função como um canal iônico tetramérico não-seletivo com uma alta permeabilidade 

para o cálcio (ordem de permeabilidade:  Ca
+2

 > Mg
+2 > Na

+
~ K

+
~ Cs

+
) (Kedei et al., 

2001b; Niemeyer, 2005).  
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  A  

 
Figura 6: A) Estrutura química da Capsaicina. B) Sitios de ligação de várias substâncias e estímulos 
ao receptor TRPV1 (Szolcsanyi e Sandor, 2012). 

 
O TRPV1 é chamado por alguns pesquisadores como o "receptor canabinoide 

ionotrópico", pois pode também ser ativado por endocanabinoides (Di Marzo et al., 

2002). Uma vez ativado, o receptor TPRV1 possibilita o influxo de cátions, 

predominantemente íons cálcio (Marsh et al., 1987; Wood et al., 1988), e, caso a 

ativação seja intensa o suficiente, provocará a despolarização do nociceptor e a 

geração de potenciais de ação. Essa ativação é transmitida do neurônio de primeira 

para o de segunda ordem no corno dorsal da medula espinhal, através de 

neurotransmissores tais como glutamato,adenosina tri-fosfato (ATP), e uma 

variedade de outros neuropeptídeos (Holzer, 1991; Lundberg, 1996). 

 

B 
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1.3.1 Antagonistas TRPV1 

 As substâncias abaixo são antagonistas TRPV1. A capsazepina (CPZ) é o 

antagonista competitivo mais utilizado, enquanto que o vermelho de rutênio (RR) é 

não-competitivo (Figura 7) (Wang e Hakanson, 1993).  

 

 

 

 
 

Figura 7:Antagonistas TRPV1.(A) Capsazepina (CPZ) e (B) vermelho de rutênio (RR). 

 

Antagonistas do TRPV1 descritos até o momento possuem em geral uma 

subunidade aromática aceptora de ligações de hidrogênio ou interações com 

grupamentos arila (I), uma cadeia ligadora a um outro aceptor/doador de ligações de 

hidrogênio (II), mais uma cadeia linker ligada a um grupo lipofílico (III) (Szallasi et al., 

2007a). Nas substâncias estudadas, a subunidade I seria a benzodioxola (com ou 

sem o grupamento nitro), a II a N-acilidrazona e a III o substituinte variável 

(ditercbutila, tiofenila, benzila). O posicionamento dos substituintes no anel aromático 

parece ser crítico para a potência do antagonista no TRPV1, sendo a posição 4 a 

mais eficaz (Szallasi et al., 2007b) (Figura 8). 

A 

B 
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1.3.2  Uso dos vaniloide
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Originalmente se acreditava que os canabinoides agiam através de um 

mecanismo associado inespecífico, entretanto, a alta estereosseletividade de alguns 

canabinoides sintéticos apontaram para um mecanismo mais característico 

(Mechoulam et al., 1988). As primeiras pistas de que os canabinoides agiam por 

receptores foram publicadas por Howlett (1986), que demonstrou que os 

canabinoides inibiam a ativação da adenilato ciclase. Esse mesmo grupo 

caracterizou a existência de sítios de ligação específica no SNC (Devane et al., 

1988). Essa distribuição era consistente com as propriedades farmacológicas dos 

canabinoides psicotrópicos (Herkenham et al., 1990). 

Foi na década de 90 que foram descobertos receptores específicos para 

canabinoides localizados no SNC e fora dele, bem como uma possível modulação 

na resposta de outros sistemas de neurotransmissores (Matsuda et al., 1990a).  

 

1.4.1 Receptores CB1 e CB2 

 

 A descoberta em 1990 de um receptor  acoplado a proteína G proveniente do 

córtex cerebral do rato, que mediava os efeitos farmacológicos do ∆9-THC, o principal 

constituinte ativo da Cannabis sativa, marcou a identificação do primeiro receptor 

canabinoide, chamado CB1 (Matsuda et al., 1990b). Três anos depois um receptor 

acoplado a proteína G expresso em promielócito leucêmico da linhagem HL 60, foi 

identificado como o segundo receptor canabinoide e foi chamado então de CB2 

(Munro et al., 1993). Os receptores CB1 e CB2 são membros da superfamília dos 

receptores acoplados a proteína G (GPCRs). Ambos os receptores atuam inibindo a 

adenilato ciclase e ativando a proteína cinase ativada por mitógeno (MAPK) 

(Howlett, 2002f; Howlett, 2005), por sinalização celular através da proteína Gi/o que, 

no receptor CB1, também medeia a ativação das correntes de potássio retificadoras 

e inibe as correntes de cálcio dos tipos N/P e Q, mostrado na figura 9. Além do sítio 

ortostérico, o receptor CB1 possui um ou mais sitios alostéricos que podem ser alvos 

de ligantes de modo a aumentar ou diminuir sua ativação por agonistas (Adam et al., 

2007; Navarro et al., 2009). 
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Figura 10: Esquema mostrando a sinalização (parte) por receptores CB1. Ao ser ativado, o CB1 ativa 
uma ptoteína Gi/o que por sua vez inibirá canais de cálcio dependentes de voltagem e também a 
adenilato ciclase (não mostrado). Além disso, as subunidades beta e gama da proteína Gi ativam 
canais de potássio modulados por proteínas G, causando efluxo desse cátion. 

 

Os receptores CB1 são encontrados principalmente nos terminais de 

neurônios centrais e periféricos (Howlett, 2002e; Szabo e Schlicker, 2005). Eles são 

encontrados com alta densidade no cérebro, especialmente hipocampo e estriado, 

neocórtex, tronco encefálico, amígdala e hipotálamo (Howlett, 2002d; Matsuda et al., 

1990c). A distribuição destes receptores pelo SNC é tal que sua ativação pode afetar 

vários processos como cognição, memória, função motora e nocicepção. Já o CB2 

tem sua predominância no sistema imune e, quando ativado, pode modular migração 

de células imunes e liberação de citocinas fora e dentro do cérebro (Howlett, 2002c; 

Pertwee, 2005). Existem evidências da expressão do CB1 em células não neuronais, 

como células do sistema imune (Howlett, 2002b), e de receptores CB2 expressos 

por alguns neurônios dentro e fora do SNC (Gong et al., 2006; Baek et al., 2008). 

 

 O CB1 também pode ser encontrado fora do SNC, em tecidos periféricos 

como testículos, intestinos, bexiga e útero (Khanolkar et al., 2000). 

 O receptor CB1 situado pré-sinapticamente pode modular ações de 

neurotransmissores, tais como a acetilcolina, noradrenalina, dopamina, serotonina, 

ácido ɣ-aminobutírico (GABA) [responsável pelas terminações nervosas inibitórias], 

glutamato [terminações nervosas excitatórias] e D-aspartato e pensa-se estarem 

acoplados indiretamente com canais iônicos de cálcio, bem como canais iônicos de 

potássio (Figura 10). 

Alguns polimorfismos no gene do CB1 e CB2 foram identificados e alguns 

desses foram relacionados com certas patologias, como esquizofrenia, depressão e 
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Doença de Parkinson. Foi identificada ainda uma relação com osteoporose pós-

menopausa (Norrod e Puffenbarger, 2007; Bab et al., 2009). 

 Desde a descoberta dos receptores CB1 e CB2 o interesse no 

desenvolvimento de fármacos que possam interagir com os receptores canabinoides 

vem aumentado. A atividade farmacológica de canabinoides psicotrópicos é 

significativamente influenciada pela sua estrutura química. Alguns canabinoides 

possuem centros quirais, portanto, exibem estereosseletividade (Howlett, 2002a). 

 

1.4.2  Endocanabinoides 

 

 A sinalização dos endocanabinoides participam de uma gama de processos 

biológicos como memória, ansiedade, cognição,comportamento motor, nocicepção e 

apetite. Muitas condições patológicas envolvem direta ou indiretamente mudanças 

no sistema endocanabinoide, tornando-o assim atrativo para desenvolvimento de 

novas terapias (Svizenska et al., 2008; Chahl, 2011)  

 

 Devane e colaboradores (1992) descreveram o isolamento de uma substância 

lipídica do cérebro que se liga ao receptor canabinoide, mimetizando as ações 

comportamentais do ∆9-THC quando injetado em roedores. Essa substância foi 

caracterizada como a araquidonoiletanolamida e a nomearam anandamida (AEA) 

(nome que vem do sânscrito e significa "prazer supremo"). Logo depois, dois grupos 

identificaram independentemente um novo endocanabinoide, o 2-araquidonoilglicerol 

(2-AG) (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). Vários outros 

endocanabinoides foram descritos em seguida como o éter Noladin (Hanus et al., 

2001), O-araquidonoiletanolamina (virodhamine) (Porter et al., 2002) e a N-

araquidonoildopamina (Huang et al., 2002) mostrados na figura 11.  
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Figura 8: Endocanabinóides 

 

A hidrolase das amidas de ácidos graxos (FAAH) é a principal enzima do 

catabolismo das amidas de ácido graxos incluindo a AEA e a N-palmitoiletanolamina 

(PEA) (Fezza et al., 2008). Embora a PEA não se ligue aos receptores canabinoides, 

ela recentemente foi descrita como um ligantes endógeno para o receptor-α de 

proliferação dos perixissomo (PPAR-α) (Lo et al., 2005). A PEA pode indiretamente 

alterar os níveis de endocanabinoides, competindo com a AEA e outras amidas de 

ácidos graxos pela degradação pela FAAH ou por suprimir a expressão da FAAH a 

nível transcricional (Bisogno et al., 2002; Re et al., 2007). 

 

Como mencionado anteriormente, o TRPV1 também pode ser ativado pela 

AEA (Zygmunt et al., 1999). A anandamida ativa esse canal com potência e eficácia 

menores do que as exibidas no CB1, mas que aumenta em certas condições 

patológicas como na inflamação, condição que altera a expressão do TRPV1 em 

tecidos e sua sensibilidade aos agonistas (Starowicz et al., 2007). 

A hemopressina (PVNFKFLSH), que é um nonapeptidio derivado da cadeia α 

da hemoglobina, foi isolada originalmente a partir de homogeneizado de cérebro de 

rato como substrato de algumas enzimas como a enzima conversora de 

angiotensina (ECA) (Rioli et al., 2003a). Ela foi descrita como sendo responsável por 

uma resposta hipotensora branda, mas dose-dependente em camundongos, ratos e 

coelhos (Rioli et al., 2003b; Blais et al., 2005). Estudos posteriores indicaram que 

sua administração in vivo causa uma resposta antinociceptiva não opioide 

significativa em ratos (Dale et al., 2005). O alvo celular foi identificado mais tarde 

como sendo o receptor canabinoide CB1 e ensaios in vitro revelaram a 



18 

 

 

hemopressina como sendo um agonista inverso seletivo do CB1 (Heimann et al., 

2007b). O peptídeo apresentou uma afinidade nos ensaios de binding no CB1 similar 

ao rimonabanto (Heimann et al., 2007a) (Figura 12). O ensaio de docking sugeriu 

que a hemopressina se liga ao mesmo sítio que o rimonabanto (Scrima et al., 2010). 

Posteriormente verificou-se que a hemopressina inibe o apetite via CB1 em animais 

normais e obesos sem causar os efeitos adversos de náusea e sedação (Dodd et al., 

2010). A hemopressina se comporta como um peptídeo neuromodulador endógeno 

com atividade em CB1, que possuem ações distintas na cascata de sinalização do 

CB1 frente aos agonistas clássicos, nos quais podemos salientar que o nível e a 

taxa de aumento da fosforilação da ERK1/2 pelo peptídeo é diferente de agonistas 

como Hu-210. Os níveis de aumento do Ca+2 intracelular são bem maiores que os 

induzidos pelo Hu-210. Os efeitos na sinalização pela hemopressina é parcialmente 

bloqueada pela toxina pertússica (PTX), enquanto é completamente bloqueada 

quando o Hu-210 é usado (Gomes et al., 2009). 

 

 
Figura 9: Estrutura química do rimonabanto 

 

O rimonabanto é um agonista inverso sintético capaz de provocar redução de 

peso por longo período em roedores e em humanos (Van Gaal et al., 2005; Di 

Marzo, 2008) mas que causava efeitos adversos centrais importantes descritos 

acima (Christensen et al., 2007). Por causa desses efeitos, o rimonabanto 

(Acomplia®; SR141716) foi retirao do mercado pelas agências europeias. Hoje 

busca-se um antagonista seletivo de CB1 capaz de manter os benefícios 

terapêuticos sem os efeitos adversos do rimonabanto. 

 

 



19 

 

 

1.5 N-acilidrazonas do LASSBio 
 

 Nosso grupo, juntamente com o Laboratório de Avaliação e Síntese de 

Substâncias Bioativas (LASSBio), caracterizou o composto LASSBio-881 (Figura 13) 

como um novo antagonista TRPV1 e agonista inverso CB1, que possui propriedades 

antinociceptivas (Tributino et al., 2010b). 

 O LASSBio-881 é um dos derivados do composto protótipo LASSBio-294 

(Figura 13), sendo ambos 3,4-metilenodioxifenil-N-acilidrazonas. O LASSBio-881 foi 

desenhado através do planejamento racional de candidatos a fármacos, via 

hibridação de componentes estruturais da nimesulida com o LASSBio-294, com 

intenção de aumentar o efeito anti-inflamatório do último.  

 
Figura 10:Sintese do derivado 6-nitro-1,3-benzodioxolil-N-acilidrazônicos do composto LASSBio 294, 
(1), de onde foi originário o composto LASSBio 881 (4). (Tributino, 2008) 

 

Interessantemente, o LASSBio-294, em estudos ainda não publicados, 

apresenta-se como agonista parcial do TRPV1. Além disso, o LASSBio-294 parece 

competir com a capsaicina no TRPV1, antagonizando os efeitos da mesma. Ou seja, 

as modificações feitas na molécula para produzir o LASSBio-881 fizeram com que 
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este deixasse de ser capaz de ativar o receptor em altas concentrações e passasse 

a apenas antagonizá-lo. 

 Essa diferença entre o LASSBio-294 e o 881 suscitou a pergunta de quais 

seriam os requisitos estruturais para as determinadas ações TRPV1 e CB1. Tendo 

acesso, através da colaboração com o LASSBio, a uma quimioteca do mesmo, 

buscou-se moléculas com modificações pontuais para mapear a importância de cada 

grupamento funcional. Todas as moléculas estudadas no presente projeto possuem 

ainda em sua estrutura uma benzodioxola, que ocorre também, interessantemente, 

na piperina, um outro agonista TRPV1. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 
 

O projeto tem como objetivo principal a caracterização de requisitos 

moleculares responsáveis pelas atividades agonista e antagonista de N-

acilidrazonas no TRPV1 e CB1. Para tal, investigaremos as ações de uma série de 

N-acilidrazonas sintetizados pelo LASSBio em testes padronizados de ativação ou 

inibição dos receptores TRPV1 e CB1, expressos em ovócitos de Xenopus e 

neurônios sensoriais. 

2.2. Objetivos Específicos 
 

� Utilizar os compostos 123, 294, 881, 882, 897 e 945 (Figura 14) para realizar 

ensaios eletrofisiológicos em ovócitos de Xenopus expressando receptores 

CB1 ou TRPV1 ou em neurônios sensoriais visando a ação no TRPV1. 

� Para estudar o TRPV1 utilizaremos os compostos acima na presença ou não 

de estímulos como a capsaicina e o pH ácido. 

� No caso do CB1, os compostos serão testados sozinhos ou frente a estímulos 

com WIN 55212-2. 

 



21 

 

 

 
 

       

Figura 11: Substâncias do LASSBio usadas no presente projeto. 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Soluções 

  

 3.1.1 Eletrofisiologia 

 

Solução de tricaína – preparada no momento de uso com 0,75 g/L de tricaína 

(Western Chemical) com 3 g/L de bicarbonato de sódio. 

 

Solução salina para colagenase - em mM: 96 NaCl; 2 KCl; 5 MgCl2; 5 HEPES) em 

pH  7,6. 

 

Solução de Colagenase - colagenase tipo 1, 0,8 mg/mL (Sigma) na solução citada 

acima. 
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Solução de Barth - em mM: 88 NaCl; 1 KCl; 0,91 CaCl2; 1 MgCl2; 10 HEPES; 24 

NaHCO3; 0,33 Ca(NO3)2 em pH 7,6. 

 

Solução ND 96 - em mM: 96 NaCl; 2 KCl; 1,8 CaCl2; 1 MgCl2; 5 HEPES em pH 7,6. 

 

Solução KIR - em mM: 20 NaCl; 70 KCl; 2 MgCl2; 5 HEPES em pH 7,6. 

 

Solução pH 5.5 - em mM: 96 NaCl; 2 KCl; 1 MgCl2; 0,1 CaCl2; 5 acetato de sódio. 

 

LASSBIO – Todos os análogos testados eram solubilizados em DMSO (solução 

estoque 10 mM) e diluídos a 20µM em ND 96. 

 

Capsaicina (Cayman Chemical) – Solução estoque feita com etanol a 10mM e 

diluída para 1µM com ND 96. 

 

WIN 55.212-2 (Enzo life science) - Solução estoque feita com DMSO a 10mM e 

diluída para 500nM com ND 96. 

 

 3.1.2  Células HEK 293 

 

Meio MEM HEK completo - 90 mL de MEM (Gibco), 10 % de soro fetal bovino (JRH 

Bioscience), 2,9 mL de NaHCO3 7,5 %, 1 mL de glutamina (100nM) (Gibco) e 1 mL 

de Penicilina/Estreptomicina (ambas da Sigma e a 10000 U/mL e a 10 mg/mL, 

respectivamente). 

 

Meio MEM para transfecção - 90 mL de MEM, 2,9 mL de NaHCO3 7,5 %, 1 mL de 

glutamina , qsp 100 mL. 

 

Solução de Fluorímetro - 145 mM NaCl; 5 mM KCl; 1 mM MgCl2; 1 mM CaCl2; 10 

mM HEPES em pH 7,4. 

 

Fura-2 (Invitrogen) – estoque a 4µM em DMSO. 
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Fluo-4 (Invitrogen) – estoque a 4µM em DMSO. 

 

Pluronic F-127 - 0,04% de ácido plurônico (de um estoque de 20% em DMSO – 

Molecular Probes). 

 

Ionomicina (Invitrogen) - a 4 µM, estoque a 1 mM em DMSO. 

 

LASSBIO – Todos os análogos testados eram solubilizados em DMSO (solução 

estoque 10 mM) e diluídos a 20µM em solução de fluorímetro. 

 

Capsaicina (Cayman Chemical) – Solução estoque feita com etanol a 10mM e 

diluída para 1µM em solução de fluorímetro. 

 

 

3.1.3 Gânglio da Raiz Dorsal (DRG) 

 

Meio DMEM F12 (Gibco)  

 

Solução de Krebs - 132 mM NaCl, 4 mM KCl, 1,4 mM MgCl2, 2,5 mM CaCl2, 6 mM 

glicose, 10 mM HEPES, pH 7,4. 

 

LASSBIO – Todos os análogos testados eram solubilizados em DMSO (solução 

estoque 10 mM) e diluídos a 20µM em solução de Krebs. 

 

Capsaicina (Cayman Chemical) – Solução estoque feita com etanol a 10mM e 

diluída para 1µM em solução de Krebs. 
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3.2. Eletrofisiologia 
 

 3.2.1 Obtenção dos Ovócitos de Xenopus laevis  

 

 O protocolo experimental envolvendo animais tem aprovação do CEUA sob o 

número DFBC009. Para a preparação, foram utilizadas fêmeas adultas de Xenopus 

laevis que foram mantidas em ciclos de 12-12h claro/escuro. Antes das cirurgias elas 

foram acondicionadas em um recipiente com solução de tricaína para serem 

anestesiadas. Depois de aproximadamente meia hora – após efeito da anestesia – 

foi removido cirurgicamente um pedaço do ovário contendo os ovócitos. Em seguida 

foram mantidos em solução salina para colagenase. 

 Os ovócitos retirados foram tratados com colagenase, por dois períodos de 45 

minutos cada (havendo troca da solução de colagenase no meio). Em seguida, 

foram realizadas lavagens em solução para colagenase, Barth e de ND-96. Após 

essas lavagens, foram mantidos em solução salina de ND-96 complementado com 

40 mg/mL de gentamicina, para evitar contaminação. 

 

3.2.2. Injeção de cRNA 

 

 Os ovócitos foram então injetados usando um microinjetor com 

aproximadamente 2,0 ng num volume de 50 nL de cRNA codificando TRPV1 de rato 

ou CB1 de camundongo, este último acrescido das subunidades Girk e Cir do canal 

de potássio ativado por proteína G. Os RNAs injetados foram transcritos in vitro 

conforme protocolo do fabricante (Ambion). 

 Após a injeção, os ovócitos foram mantidos em placas de 96 poços (um em 

cada) com ND-96 complementado com gentamicina até o registro (aproximadamente 

7 dias). 

 

3.2.3. Registro Eletrofisiológico com Ovócitos 

 

 Para o registro, os ovócitos foram colocados em um poço e continuamente 

perfundidos com ND-96 a aproximadamente 1 mL/min. Nos registros com o TRPV1, 
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como estímulo de prótons, foi usada uma solução com pH 5,5. Nos outros casos, o 

próprio ND-96 foi utilizado. Já para o CB1, a solução utilizada foi de alto potássio, 

denominada KIR. Os registros utilizando dois eletródios foram realizados com 

voltagem fixa em -60 mV para TRPV1 e -70mV para CB1, à temperatura ambiente 

(21-23ºC).  

 Os registros foram obtidos usando um amplificador GeneClamp 500, 

digitalizados pelo conversor MacLab A/D e analisados com o programa Chart. Os 

eletródios de vidro foram feitos em um puxador horizontal (P-97, Sutter), preenchidos 

com KCl 3 M, devendo alcançar uma resistência final de 0,4-0,8 MOhms. As 

correntes foram digitalizadas a 100 Hz e filtradas digitalmente a 2 Hz. Os ovócitos 

foram descartados quando o potencial transmembranar estava acima de -10 mV, ou 

quando a corrente basal estava instável ou superior a -500 mA. As soluções que 

banham os ovócitos foram trocadas durante o registro por um controlador de 

válvulas (AutoMate Scientific Inc.), e geralmente aplicadas em pulsos de 45 

segundos. 

 Os estoques das substâncias para os registros foram feitos em etanol ou 

DMSO e diluídos em ND-96 pH 7,6 logo antes dos experimentos (ou KIR, no caso do 

CB1).  

 

3.2.4. Análise dos resultados 

 

Os registros foram obtidos no programa Chart, como mencionado, e após 

redução digital do ruído, a amplitude das correntes foi determinada no próprio 

programa. Em cada ovócito foi feito um estímulo máximo ao final do registro, com os 

agonistas capsaicina ou WIN 55212-2, para obtenção de 100% da atividade. Os 

resultados foram expressos então em porcentagem do efeito máximo. 

Os dados foram utilizados então no programa Prism para obtenção dos 

gráficos e também da análise estatística. As barras representam as médias e o erro 

padrão das médias, e o n está mencionado na legenda de cada figura. Para análise 

estatística foi utilizada a ANOVA de uma via, seguida do pós-teste de Tukey’s. As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05.  
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3.3. Transfecção de Células HEK 293 

3.3.1 – Cultura de HEK 293 

 As células foram cultivadas em garrafas de 45 mL com 5 mL de meio MEM 

completo. Este meio é chamado de meio completo para HEK (pois contém o soro 

fetal bovino e antibióticos). 

3.3.2 - Plaqueamento 

 O meio foi retirado da garrafa de 45 mL, e foram adicionados 2 mL de tripsina 

(Cultilab) a 0,25% e, após aproximadamente 40 segundos de contato, a tripsina foi 

retirada utilizando-se uma pipeta. Adicionou-se então 5 mL de meio MEM para 

plaqueamento, meio esse que possui a mesma composição do completo exceto pelo 

antibiótico que fica ausente no meio de plaqueamento. Fez-se então movimentos de 

jateamento com a pipeta e o meio para retirar as células aderidas no fundo da 

garrafa. 

 Após contagem de células em câmara de Neubauer, plaqueou-se a 

quantidade necessária para obter uma densidade de 100.000 células/cm2 em placas 

de 6 poços, que foram então mantidas em estufa a 37ºC com 5% CO2. 

3.3.3 Transfecção 

 Para cada poço da placa (P6) usou-se 500 µL de meio para transfecção 

contendo 1 µg do plasmídio (DNA) a ser utilizado. Do volume total de meio para 

transfecção a ser usado, separou-se o total em 2 tubos, sendo que no primeiro 

adicionou-se o volume de DNA calculado previamente levando em conta o número 

de poços a serem transfectados e a concentração do DNA. No segundo tubo 

adicionou-se a Lipofectamina 2000 (Invitrogen) na proporção de 2,5 µL de 

Lipofectamina 2000 para cada 1 µg de DNA. Esperou-se 5 minutos e o conteúdo dos 

2 tubos foi agrupado em um só. Após 20 minutos, 500 µL da mistura final foram 

adicionados em cada poço da placa, sendo que o meio existente em cada poço era 

retirado previamente. As células foram incubadas com a solução de transfecção em 

estufa a 37ºC com 5% CO2 por 4 horas. 

 Ao final das 4 horas adicionou-se 1,5 mL de meio completo em cada poço e 

as placas podiam ser utilizadas para experimentos no dia seguinte. Um poço 

permanecia sem transfecção para servir como controle. 
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3.3.4. Replaqueamento 

 No dia seguinte, uma placa de 96 poços foi preparada, visando a leitura na 

Flexstation da seguinte maneira: as células transfectadas foram descoladas da placa 

original apenas por aspiração com uma pipeta P1000. Foi realizada uma leitura na 

câmara de Neubauer para cálculo do volume necessário para obter 200.000 

células/poço, num volume de 150 µL. O mesmo procedimento foi realizado para as 

células sem transfecção. 

3.3.5. Solução de Azul de Tripan 

Uma vez que o fluoróforo Fluo-4 torna-se fluorescente mesmo em contato 

com o cálcio extracelular, foi usado o Azul de Tripan (Sigma) a 0,1% na solução de 

Fluorímetro. O papel do azul de Tripan, que não entra na célula saudável, foi de 

fazer o quenching da fluorescência extracelular. Todos os reagentes foram 

preparados usando essa solução. 

 

3.3.6. Os corantes de cálcio  

 O carregamento foi realizado usando um dos fluoróforos (Fluo-4 ou Fura-2). 

Além do fluoróforo, a solução de carregamento continha 0,04% de ácido plurônico e 

a mistura foi sonicada por 3 minutos antes do uso. 

 O meio da placa de 96 poços foram retirado por sucção branda e em cada 

poço eram adicionados 40 µL de solução de carregamento. A placa foi embrulhada 

em papel alumínio para evitar a ação da luz e colocada na estufa 5% CO2 por 45 

minutos. Ao término desse tempo a placa era retirada da estufa e eram adicionados 

100 µL por poço dos LASSBios desejados. Nos poços onde os LASSBios não eram 

testados (controle) usava-se somente 100 µL da solução de azul de tripan. 

 Foram testados após 30 minutos na Flexstation 3 (Flexstation 3 Benchtop 

Multi-Mode Microplate Reader- Molecular Devices). O controle positivo do 

carregamento era feito com a ionomicina a 4 µM, adicionada ao fim do experimento.  

 Os estoques das substâncias para os registros foram feitos em etanol ou 

DMSO e diluídos em solução de fluorímetro pH 7,4 logo antes dos experimentos.  
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3.3.7 – Análise de resultados 

 Os dados foram analizados nos softwares Softmax Pro 5.4 e no GraphPad 

Prism 5, submetidos a regressão não linear e ajustados usando uma fórmula 

convencional de curva dose-resposta do Prism. 

 

3.4 Cultura de Gânglio da Raiz Dorsal (DRG) 
 

3.4.1 – Preparo prévio das lamínulas 

 As lamínulas de 15 mm (Knittel Deckglasser) foram tratadas com poli-lisina 

(40 µg/mL) e incubadas na estufa a 37ºC com 5% CO2. No dia da cultura, foram 

adicionados 20 µL de laminina (20 µg/mL de meio DMEM F12) no centro de cada 

lamínula, que foram incubadas em estufa a 37ºC com 5% CO2 para polimerizar. 

 

3.4.2. Cultura de DRG 

As culturas de DRGs foram realizadas em colaboração com o  laboratório de 

neuroquímica do Instituto de biofísica Carlos Chagas Filho da UFRJ sobre a 

supervisão do professor Ricardo de Melo Reis. Usou-se camundongos C57Bl/6 

neonatos (P0-P2). Os animais foram decapitados e tiveram o tórax e abdômen 

abertos até se alcançar a coluna vertebral, procedimento realizado em placa de petri 

contendo o meio DMEM F12 (com 10% de soro fetal bovino) filtrado previamente. 

Fez-se um corte coronal no meio da coluna vertebral para ter acesso aos gânglios. 

Retirou-se os gânglios colocando-os em placa com meio DMEM F12, e na sequência 

retirou-se os axônios dos gânglios. 

Os gânglios foram tripsinizados em volume de 2 mL (TryPle - Gibco) num tubo 

cônico por 10 min a 37ºC. Retirou-se o excesso de tripsina e lavou-se com 15 µL de 

solução 0,1% de DNAse tipo II (Sigma). Foi adicionado 1 mL de meio para 

neutralizar a tripsina e iniciou-se a dissociação mecânica. Centrifugou-se a mistura 

por 2 min em baixa rotação, e em seguida aspirou-se o sobrenadante e o pellet foi 

ressuspendido em 1 mL de meio sem soro. Essa suspensão de células foi 
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adicionada numa coluna de vidro (bureta) que continha meio DMEM F12 com soro 

(previamente preparada na noite anterior e deixada na geladeira a 4ºC) que, por 

diferença de viscosidade, cria um gradiente de decantação. Após 45 min na coluna, 

separou-se o eluido em 12 tubos de 5 mL. Ao microscópio ótico selecionou-se as 

frações ricas em corpos celulares, que foram então agrupadas e centrifugadas por 5 

min novamente. O sobrenadante foi novamente retirado e as células foram 

ressuspendidas em 1 mL de meio DMEM F12, e então foram transferidas para um 

microtubo. As células foram novamente centrifugadas na rotação de 4000 rotações 

por minuto por 5 min na microcentrífuga. O meio no sobrenadante foi substituído por 

um contendo 100 ng/mL NGF e as células foram ressuspensas. Plaqueou-se 20 µL 

da solução de células em cada lamínula, bem no centro da mesma. 

No dia do experimento, as células foram carregadas por 45 minutos com 4 µM 

Fura-2/AM (Molecular Probes), meio DMEM F12 com 10% de soro fetal bovino e 

0,02% de Pluronic F-127® (Molecular Probes), incubadas em estufa com 5% CO2 e 

à temperatuda de 37°C. Após o carregamento, as lamínulas foram montadas na 

câmara RC-20 sobre a plataforma P-5 (Warner Instruments, Hamden, CT) na mesa 

do microscópio invertido de fluorescência (Eclipse Ti-U; Nikon). As células foram 

perfundidas continuamente por solução de Krebs e estimuladas com diferentes 

soluções (CAP, compostos do LASSBio, RR), conforme descrito abaixo. As soluções 

eram adicionadas as células por um sistema de perfusão gravitacional, composto por 

várias seringas e uma válvula de seletor rotatório. O incremento do [Ca2+]i era 

avaliado em intervalos de 500 milisegundos para quantificar a fluorescência emitida 

a 510 nm após excitação alternada a 340 e 380 nm, usando um sistema de 

iluminação Lambda DG4 (Sutter Instrument, Novato, CA), que era captada por uma 

câmera digital de alta sensibilidade Photometrics Evolve 512 (Photometrics, Tucson, 

AZ). Os valores lidos foram processados usando o software Metafluor (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA). 

Após a escolha do campo na lamínula ao microscópio de fluorescência, usou-

se a solução de Krebs para lavá-las, e todas as outras substâncias que foram 

testadas foram preparadas usando a solução de Krebs como diluente. Sempre 

iniciávamos os experimentos com um pulso de capsaicina (CAP), seguido da 

solução de lavagem e então aplicávamos os compostos e depois o mesmo 
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juntamente com a capsaicina. Também foram realizados experimentos com duplo 

pulso de capsaicina e de antagonismo dos receptores TRPV1 com vermelho de 

rutênio (RR). Nesse caso, aplicou-se primeiro a CAP e em seguida o RR e 

subsequentemente RR com CAP. 

Os estoques das substâncias para os registros foram feitos em etanol ou 

DMSO e diluídos em solução de Krebs pH 7,4 logo antes dos experimentos. 

 

3.4.3 – Análise de resultados 

 Os dados foram analisados nos softwares GraphPad Prism 5 e no Clampfit 

9.2, obtendo-se os valores de pico subtraídos dos valores basais (Clapfit) e 

utilizando esses valores para obter a porcentagem de ativação relativa à primeira 

aplicação de capsaicina (100%). 

 

 

4. RESULTADOS  

 4.1 Eletrofisiologia 

 

Inicialmente foram realizados os experimentos eletrofisiológicos do receptor 

TRPV1 expresso nos ovócitos. A figura 15 mostra um registro típico, em que ao 

aplicarmos a capsaicina, é provocada uma deflexão para baixo da linha de base, 

indicativa de corrente negativa, ou provocada pela entrada de cátions (no caso). 

 

 
Figura 12: Corrente típica em ovócito expressando receptores TRPV1 com a aplicação de capsaicina 
a 1 µM. 
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 Numa primeira avaliação, foram realizados registros eletrofisiológicos do 

TRPV1 na presença dos LASSBios, a 20 µM cada, aplicados sozinhos. No gráfico, 

as respostas obtidas são comparadas às da capsaicina sozinha a 1 µM (Figura 15). 

Essa série de substâncias apresenta grande lipossolubilidade (log P estimado de 

2,22 a 5,37), o que dificultou a dissolução de algumas delas (Munaro-Vieira, 2012). 

Entretanto, para o LASSBio-294 foi possível realizar uma curva concentração-

resposta, embora fixando-se o máximo de atividade ‘artificialmente’ como igual ao da 

capsaicina, conforme mostrado na figura 17. Notamos que a atividade agonista 

aumenta com a concentração do LASSBio-294, até a concentração máxima obtida 

(250 µM). Mesmo assim a atividade do LASSBio-294 não chega a 50% da ativação 

promovida pela capsaicina. 

 

 

Figura 13: LASSBios como agonistas de baixa eficácia  do TRPV1 em pH 7,6. Utilizando-se como 
parâmetro a capsaicina 1 µM (100%), observa-se que os LASSBios a 20 µM não chegam nem a 3% 
da atividade registrada com capsaicina. N.D. Não determinado. Todos os grupos testados foram 
estatisticamente diferentes da capsaicina (P<0,001, n=2-8 ovócitos). 
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Figura 14: Curva CR do LASSBio-294 como agonista do TRPV1. Normalizada pela corrente máxima 
de capsaicina. A curva e EC50 foram obtidos fixando-se o máximo de atividade em 100% (n=4-8 
ovócitos). 

 Pôde-se notar na Figura 16, que as substâncias-teste não se mostraram 

como agonistas de alta eficácia intrínseca na concentração testada para o TRPV1 

no pH 7,6, atingindo no máximo aproximadamente 2,5% do efeito da capsaicina, na 

concentração de 20 µm mencionada. Nos perguntamos então se essas ações muito 

discretas de algumas das substâncias testadas poderiam ser exacerbada se 

coaplicadas com pH ácido (5,5). De fato, notou-se mudanças importantes para 

algumas das substâncias (Figura 18). No gráfico, a resposta ao pH 5,5 somente está 

comparada às das substâncias no mesmo pH, sendo que o pH 5,5 evoca uma 

resposta de aproximadamente 20% da resposta da capsaicina a 1 µm (não 

mostrado). Algumas das substâncias provocaram um grande aumento da corrente 

quando comparadas à de pH apenas, destacando-se o LASSBio-123 que teve uma 

corrente nove vezes maior do que a proporcionada somente pelo pH. Além do 123, 

os LASSBio-294 e 897 também pareceram exibir cooperação com o pH na ativação 

do TRPV1, embora a diferença não tenha sido estatisticamente significativa. O 

LASSBio-881, como já descrito, teve o efeito oposto, antagonizando a ação do pH 

(Tributino et al., 2010d). 
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Figura 15: LASSBios co-aplicados com solução pH 5,5 no TRPV1. Utilizou-se como parâmetro a 
ativação do pH 5,5, que é cerca de 20% da de capsaicina 1 µM. Aplicando-se as substâncias a 20 µM 
ocorre maior ativação do TRPV1 em alguns casos. N.D. Não determinado. *** P<0,001, n=2-9 
ovócitos. 

 

 

 Após testar o possível efeito agonista das substâncias no TRPV1 em pH 

fisiologico e ácido, nos perguntamos então como seriam na atividade antagonista da 

capsaicina, efeito já descrito para o LASSBio-881. Para tal ensaio, utilizou-se 

novamente as substâncias a 20 µM e a capsaicina a 1 µM, mas dessa vez 

coaplicados após 30 segundos de incubação com as substâncias sozinhas. Na 

figura 19 observa-se o efeito dessa coaplicação comparando-se à capsaicina 

sozinha, onde nota-se que, afora o LASSBio-881, apenas o LASSBio-294 

apresentou antagonismo.  
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Figura 16:  LASSBios como antagonistas do TRPV1 em pH 7.6.  Utilizando-se como parâmetro a 
capsaicina 1 µM e LASSBios a 20 µM. Somente os LASSBios 294 e 881 conseguem antagonizar a 
ação da capsaicina. N.D. Não determinado. *** P<0,001, * P<0,05, n=3-8 ovócitos. 

 
 
 
 Como mencionado na introdução, muitas substâncias têm ação conjunta no 

TRPV1 e no CB1, portanto há requisitos estruturais em comum para as ações 

nesses receptores. Dentro do grupo do presente estudo, temos o LASSBio-881, que 

é um antagonista TRPV1 e agonista inverso CB1 (Tributino et al., 2010a). 

Consequentemente, gostaríamos de saber como se dão as ações dessas 

substâncias também no CB1.  

 

Na figura 20 apresentamos os dados da aplicação dos compostos a 20 µM 

juntamente com WIN 55212-2 (WIN) a 500 nM, sempre comparando-se com o 

agonista sozinho. Novamente, como já mostrado em trabalhos ainda não publicados, 

o LASSBio-881 antagonizou o efeito do WIN em quase 80%. Interessantemente, o 

LASSBio-882 também inibiu a atividade do CB1 causada pelo WIN. O 123 

apresentou uma inibição do WIN de 30%, mas não obteve significância estatística. 

Os demais derivados não tiveram atividade significativa. 
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Figura 17: LASSBios como antagonistas do CB1. Utilizando-se como parâmetro o WIN 55212-2 a 
500 nM, foram testados os LASSBios a 20 µM junto com o WIN 55212-2. Aparentemente o LASSBio-
881 e o LASSBio-882 foram capazes de antagonizar a ativação provocada pelo WIN 55212-2. N.D. 
Não determinado. *** P<0,001, n=3-6 ovócitos. 

 

 

 

4.2  Atividade TRPV1 em células HEK transfectadas 
 

A partir de meados de 2012, os ovócitos obtidos das rãs passaram a não 

exibir qualidade para realização de experimentos de eletrofisiologia, por isso buscou-

se métodos alternativos. 
Inicialmente, buscamos reproduzir os dados já publicados do antagonismo 

TRPV1 pelo LASSBio-881 realizados em ovócitos nos valendo de células HEK293 

transfectadas transitoriamente com o TRPV1 de rato. Os ensaios foram realizados 

num leitor de placa automatizado, e consistiam na obtenção de curvas 

concentração-resposta da capsaicina com a presença ou não de 20 µM do LASSBio-

881 (Figura 21).  
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Com as curvas, obtivemos um EC50 para a capsaicina de 14 nM, valor bem 

abaixo do que é reportado (aproximadamente 300 nM) (Tributino et al., 2010c) 

(Figura 21). Também pudemos notar que a curva obtida na presença do LASSBio-

881 foi praticamente idêntica à da capsaicina sozinha. Isso nos indicou que esse 

ensaio não era adequado para dar continuidade a esse estudo, possivelmente pela 

resposta à capsaicina ser muito potente nessas condições. 

 

 
Figura 18: Curvas concentração resposta à capsacina na presença ou não de 20 µM de LASSBio-
881 em células HEK293 transfectadas transitoriamente com o TRPV1 (n= 2 experimentos, cada um 
com triplicatas). 

 

4.3  Análise das respostas de cálcio em neurônios sensoriais (DRG) 
 

A hipótese que levantamos para explicar o insucesso com as células HEK foi 

a de que há super-expressão dos receptores, fazendo com que as respostas atinjam 

uma saturação facilmente, dificultando a inibição. Então nos perguntamos se 

utilizando células com TRPV1 nativo isso seria resolvido. Assim, utilizamos culturas 

de neurônios obtidos dos DRGs, os quais expressam TRPV1 naturalmente. Para tal 
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ensaio, utilizou-se novamente as substâncias do LASSBios a 20 µM e a capsaicina a 

1 µM. 

 Inicialmente verificamos a resposta à capsaicina por essas células, em duas 

aplicações consecutivas. O intuito dessas aplicações consecutivas era determinar se 

na segunda observaríamos diminuição na resposta, já que essa segunda aplicação 

seria necessária para verificar a ação de supostos antagonistas. Na figura 22A pode-

se observar que o segundo pico de fluorescência provocada pela capsaicina foi 

menor. Essa diferença foi quantificada, e estimada em cerca de 40% (Figura 22B).  

 

Figura 19: A)Traçado típico da resposta de cálcio de neurônios do DRG a duas aplicações 
consecutivas à capsaicina 1 µM. B) Quantificação(*** P<0,001, n=12 células de 3 experimentos). 
 

 

A 

B 
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Em seguida nos certificamos de que as respostas à capsaicina deviam-se à 

ativação do TRPV1, utilizando o vermelho de rutênio (RR a 10 µM) . Pode-se notar 

na figura 23A que o RR bloqueou inteiramente a resposta à capsaicina (quantificada 

na 23B). 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: A)Traçado típico da resposta de cálcio de neurônios do DRG a uma aplicação de 
capsaicina 1 µM seguida de vermelho de rutênio (RR) e capsaicina com RR. B) Quantificação(*** 
P<0,001, n=7 células de 2 experimentos). 

 

A 

B 
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Feitos esses controles, pudemos checar se seria possível detectar nesse 

sistema o antagonismo já descrito para o LASSBio-881. Na figura 24A notamos que 

de fato a aplicação do LASSBio-881 juntamente com a capsaicina abole a resposta 

da mesma (Figura 24B). 

 

Figura 21: A)Traçado típico da resposta de cálcio de neurônios do DRG a uma aplicação de 
capsaicina 1 µM seguida de 20 µM LASSBio-881 e capsaicina com LASSBio-881. B) 
Quantificação(*** P<0,001, n=14 células de 3 experimentos). 

 

Outro dado importante para ser confirmado foi o potêncial agonismo parcial e 

antagonismo do LASSBio-294. Na figura 25A vemos que novamente a aplicação 

dessa substância sozinha gerou uma pequena elevação do cálcio (Figura 25B). 

A 

B 
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Figura 22: A)Traçado típico da resposta de cálcio de neurônios do DRG a uma aplicação de 
capsaicina 1 µM seguida de 20 µM LASSBio-294 e capsaicina com LASSBio-294. B) Quantificação(** 
P<0,01, n=9 células de 3 experimentos). 

 

 

Em seguida, foram realizados os experimentos com as demais substâncias. O 

LASSBio-945, que não havia sido testado na eletrofisiologia, pareceu exibir um perfil 

antagonista (Figura 26A) e quantificado na figura 26B. 

A 

B 
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Figura 23: A)Traçado típico da resposta de cálcio de neurônios do DRG a uma aplicação de 
capsaicina 1 µM seguida de 20 µM LASSBio-945 e capsaicina com LASSBio-945. B) Quantificação 
(** P<0,01, n=7 células de 3 experimentos). 

 

 

 O LASSBio-123 que na eletrofisiologia havia apresentado uma ativação 

quando aplicado em ovócitos injetados com TRPV1 menor que 2% e quando co-

aplicado com capsaicina praticamente não alterou essa atividade, mas em DRGs a 

diminuiu para menos do que 50%, conforme a figura 27. 

 

A 

B 
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Figura 24: A)Traçado típico da resposta de cálcio de neurônios do DRG a uma aplicação de 
capsaicina 1 µM seguida de 20 µM LASSBio-123 e capsaicina com LASSBio-123. B) Quantificação 
(*** P<0,001, n=10 células de 3 experimentos). 

 

 

 

Já o LASSBio-882 apresentou ativação de baixa eficácia com um intenso 

bloqueio da atividade da capsaicina (Figuras 28A e 28B). 

 

 

 

A 

B 
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Figura 25: A)Traçado típico da resposta de cálcio de neurônios do DRG a uma aplicação de 
capsaicina 1 µM seguida de 20 µM LASSBio-882 e capsaicina com LASSBio-882. B) Quantificação 
(*** P<0,001, n=10 células de 3 experimentos). 

  

O LASSBio-897 apresentou uma atividade de baixa eficácia agonista e 

também foi capaz de inibir a atividade da capsaicina (Figura 29A e 29B). 

 

A 

B 
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Figura 26: A)Traçado típico da resposta de cálcio de neurônios do DRG a uma aplicação de 
capsaicina 1 µM seguida de 20 µM LASSBio-897 e capsaicina com LASSBio-897. B) Quantificação 
(*** P<0,001, n=9 células de 3 experimentos). 

 

 Na figura 30, análogo aos gráficos apresentados na eletrofisiologia, 

comparamos se as substâncias seriam capazes de ativar o receptor TRPV1, bem 

como o efeito da coaplicação de cada LASSBio com a capsaicina, em relação a uma 

segunda aplicação da capsaicina 1 µM. 

  

 

 

 

A 

B 
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Figura 27: (A) Comparação das atividades dos LASSBios aplicados sozinhos (teste para agonistas)   
(B)Comparação das atividades dos LASSBios coaplicados com capsaicina (ou RR) e a segunda 
aplicação de capsaicina apresentada na figura 21 (*** P<0,001). 

 

 

A 

B 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Eletrofisiologia 

 

 Analisando inicialmente a os resultados preliminares da interação dos 

compostos com o TRPV1, pôde-se chegar a algumas inferências. Na Figura 16  

todas as N-acilidrazonas foram capazes de ativar o TRPV1, com baixa eficácia, e 

estas tinham em comum um pequeno grupamento hidrofóbico aromático não 

substituído (benzênico ou tiofênico), e a ausência do nitro. 

 Já na presença do pH 5,5, o padrão da Figura 18 é essencialmente o mesmo 

da Figura 16, porém com aumento da corrente gerada. Esses padrões indicam uma 

possível cooperação dessas substâncias com o pH ácido ou alosterismo positivo do 

TRPV1 (Pingle et al., 2007), possivelmente com os prótons modificando a estrutura 

do canal e facilitando a ligação dos compostos de anel pequeno (tiofênico ou 

benzeno). 

 Já em relação aos efeitos na presença da capsaicina, encontramos um 

padrão bem diferente. Em primeiro lugar, nenhum dos LASSBios aumentou a 

atividade da capsaicina. Também nota-se que apenas o LASSBio-294 e o 881 foram 

capazes de inibir moderadamente a corrente causada pela capsaicina. 

 Os resultados obtidos com o CB1 são indicativos de que o grupamento nitro 

presente no LASSBio-881 e no LASSBio-882 parece ser importante para a atividade 

antagonista nesse receptor quando comparado ao 123. 

 A presença do nitro pode conferir a molécula uma restrição conformacional 

ausente nas outras substâncias, e futuras análises conformacionais são necessárias 

para elucidação da contribuição  desses efeitos na molécula. O grupamento nitro 

pode ser um aceptor de elétron, que desempenha um papel crítico na formação de 

radicais livres (Paulai et al., 2009) 
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5.2 TRPV1 em células HEK transfectadas 
 

 Os experimentos com as células HEK mostraram não serem ideais para este 

tipo de teste, uma vez que a curva da CAP foi praticamente idêntica à obtida na 

presença do LASSBio-881. Quando comparamos com dados publicados pelo nosso 

grupo, realizados em ovócitos, o EC50 da capsaicina foi 24 vezes inferior nos 

experimentos com a HEK (347 nM em ovócitos e 14 nM na HEK) (Tributino et al., 

2010). Outros autores encontraram valores semelhantes para o EC50 da CAP que 

obtivemos em ovócitos (McNamara et al., 2005). Já havia sido reportado um EC50 da 

capsaicina menor em células transfectadas comparando com ovócitos, 

especificamente medindo-se a concentração de cálcio, embora com valores 

superiores aos reportados aqui (McIntyre et al., 2001). Gavva e colaboradores 

(2004) também encontrarm valores semelhantes de EC50 em células HEK293 

transfectadas e medindo-se a captação de 45Ca2+, cerca de 51 nM. Uma vez que os 

experimentos reportados aqui diferem dos de Gavva e colaboradores (2004) pelo 

fato de que medimos a concentração intracelular de cálcio e não a captação desse 

metal, e considerando haver liberação de estoques intracelulares de cálcio mediada 

pela entrada na célula do mesmo, essa diferença de potência é perfeitamente 

explicável. 

Porém para o objetivo de testar possíveis antagonistas, essa metodologia que 

revelou grande sensibilidade à capsaicina, se mostrou não adequada. Então 

procuramos outros métodos para responder às perguntas do presente trabalho. 

 

5.3 Análise das respostas de cálcio em neurônios sensoriais (DRG) 
 

 Uma vez estabelecida a metodologia de obtenção de culturas de DRGs e 

medidas de ativação pela capsaicina, realizamos testes com concentração fixa das 

substâncias do LASSBio. Vale ressaltar que, nessas células, o uso de estímulos de 

pH ácido não seria adequado para medir atividade do TRPV1, uma vez que 

possuem outros canais sensíveis a prótons como por exemplo o ASIC3, presente em 

nociceptores (Molliver et al., 2005).  
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 Os experimentos eram iniciados sempre com um pulso de capsaicina, e, após 

o retorno para a linha basal, o LASSBio era aplicado sozinho para evidenciar alguma 

possível ativação do receptor, e em seguida era coaplicado com  a capsaicina para 

verificar se ocorreria alguma inibição. 

  

Inicialmente, uma vez que seriam necessárias duas aplicações consecutivas 

de capsaicina, verificamos se haveria diferença entre a primeira e a segunda 

aplicação. De fato, observamos uma redução de cerca de 40% da resposta à 

capsaicina. A dessensibilização do receptor TRPV1 é bem estudada em células de 

mamíferos, especialmente nas DRGs. Nessas células, via entrada de cálcio pelo 

próprio TRPV1, a calcineurina é ativada e desfosforila o receptor, reduzindo sua 

atividade (Mohapatra e Nau, 2005). Esse fenômeno não é observado em ovócitos, 

onde possivelmente a calcineurina está ausente. Assim sendo, a atividade da 

segunda aplicação nos DRGs era suficiente para ser medida, e então pudemos 

prosseguir com os experimentos. 

 

 O LASSBio-881 teve sua ação de antagonista do receptor TRPV1 confirmada 

(Tributino et al., 2010e). Nos ovócitos, o LASSBio-881 aplicado sozinho apresentou 

0% de ativação do TRPV1 e, quando co-aplicado com a CAP, reduziu sua atividade 

em cerca de 40% comparada à CAP apenas. Nos DRGs, essa substância também 

não apresentou ativação por si só e inibiu completamente a resposta da capsaicina. 

O LASSBio-881 apresenta um fenol dissubstituido por 2 radicais tert-butila com o 

benzeno com a subunidade 3,4-metileno dioxola nitrado na posição orto em relação 

ao grupamento acilidrazônico (Figura 14).  

 

 Já o LASSBio-945 é um análogo do LASSBio-881, sem o grupo nitro. Não 

chegamos a realizar os experimentos de eletrofisiologia com LASSBio-945. Na 

cultura de DRG, essa substância apresentou uma fraca ativação, cerca de 10%, e 

uma inibição quando co-aplicado com a capsaicina, reduzindo a atividade da CAP 

para menos que 20%. Esse resultado aponta para a contribuição importante do 

grupamento nitro na função no antagonismo do TRPV1. Esse resultado é confirmado 

quando examinamos o 123 versus o 882 nas respostas medidas em DRG. 
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 O LASSBio-123 apresenta na sua cadeia lateral lipofílica somente uma fenila 

sem substituintes. Em ovócitos, essa substância apresentou fraca ativação, cerca de 

1,4% da resposta da capsaicina, mas quando co-aplicado com a CAP não inibiu a 

ativação da mesma. Nos DRGs, apresentou uma ativação de cerca de 15% e uma 

inibição da atividade da CAP em 75%. O que mais chamou a atenção em relação à 

esse LASSBio foi o aumento da atividade agonista na presença do pH ácido, cerca 

de 9 vezes. Pretende-se investigar melhor que mecanismo seria responsável por 

essa diferença. Entretanto, já sabemos que no pH 5 100% das moléculas do 

LASSBio-123 encontram-se não-ionizadas, conforme avaliação teórica (Munaro-

Vieira, 2012). Já no pH 7,4 a porcentagem cai apenas para 98%, portanto a 

ionização das moléculas em diferentes pH não deve explicar essa potenciação 

observada em pH ácido. 

 

 Já o LASSBio-882 apresenta como substituinte uma fenila e o grupamento 

nitro na posição 6 da subunidade 3,4-metileno dioxola. Nos ovócitos, apresentou 

fraca ativação de cerca de 0,5%, e quando co-aplicado com a CAP não inibiu a 

ativação da mesma da mesma forma que o 123. No DRG, apresentou uma ativação 

de cerca de 10% e uma inibição da atividade da CAP de 90%. Portanto, os dados de 

ovócitos e DRGs não são compatíveis em relação a essa substância, o que poderia 

indicar um outro (ou outros) possíveis alvos farmacológicos para o LASSBio-882. 

 

 O LASSBio-294 tem como substituinte a subunidade 2-tiofenila e na 

eletrofisiologia apresentou ativação de apenas 2,5% e inibição de 20% quando co-

aplicado com a capsaicina. Nos DRGs apresentou uma ativação acima de 40% e 

quando co-aplicado com a CAP reduziu a ativação da CAP para aproximadamente 

50%. Porém, essa atividade reduzida com a coaplicação não foi significativamente 

diferente da segunda aplicação de capsaicina (Figura 30). 

 

 Já o 897 possui como substituinte a subunidade 3-tiofenila, apresentando 

uma ativação menor que 2% e na co-aplicação com a CAP não inibindo a ativação 

da mesma nos ovócitos. Nos DRGs apresentou uma ativação um pouco menor que 

20% com inibição na co-aplicação da CAP em quase 80%. Consistente com 
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achados in vivo, apesar de ser um regioisômero do LASSBio-294, observou-se 

efeitos bem distintos (ver sessão 5.4). 

 

 Comparando o 123 com o 897 (seja ovócito ou DRG), vemos que possuem 

atividade similar. Os dados do DRG apontam uma atividade antagonista no TRPV1. 

Comparando o 294 com o 897 e o 123, temos uma mudança de perfil de interação 

como receptor, de onde parte-se de uma nítida atividade antagonista para um 

agonismo parcial do 294, supondo a provável importância da posição do enxofre no 

anel tiofênico em posição regiosseletiva. 

Essa subunidade aromática da molécula interage com aminoácidos presentes 

nas regiões transmembranares, se a orientação que antagonistas assumem no 

receptor forem semelhantes à da capsaicina. A capsaicina deve entrar na célula e se 

orientar pelo citoplasma, alinhando o grupamento vaniloide com aminoácido 

aromático situado na borda do receptor com o citoplasma (uma tirosina), e 

projetando o restante da molécula para dentro do receptor, entre os domínios 

transmembranares 2 e 3 (Jordt e Julius, 2002a). Sabe-se entretanto que a porção 

hidrofófica de antagonistas competitivos do TRPV1 interage com os domínios 

transmembranares 5 e 6, domínios esses formadores do poro do canal (Kym et al., 

2009). E que o volume desses substituintes é crucial para o efeito antagonista. 

 Considerando as moléculas estudadas com substituinte de maior volume, os 

LASSBio-881 e LASSBio-945, observamos que de fato inibem o receptor. 

Entretanto, comparando os dois entre si, nota-se que a presença do grupamento 

nitro provavelmente influencia a eficiência pela qual a molécula penetra no receptor 

ou impede a abertura do poro. 
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Quadro 2: Comparação dos efeitos das substâncias testadas quando co-aplicadas com a capsaicina, 
entre experimentos com ovócitos e células DRGs. Nesse último caso, as porcentagens foram 
estimadas (arredondadas) em relação à segunda aplicação de capsaicina. 
 

 123 294 881 882 897 945 

LASSBio 
 

 
 

  

Eletrofisiologia 
0% -20% -40% 0% 0% n.d. 

Cálcio 

-60% 0% -100% -80% -60% -70% 

 

Deve-se ressaltar que uma avaliação estrutura-atividade completa requereria 

curvas concentração-resposta e não apenas testes em triagem conforme mostrado 

aqui para elucidar o perfil de atividade intrínseca e a relação de potência entre as 

substâncias. Entretanto, os resultados obtidos já fornecem pistas importantes para 

compreensão das interações entre essas moléculas e os receptores alvo. 

 

5.4. Relação entre os presentes dados e dados in vivo: 
 

Algumas das substâncias utilizadas nesse trabalho já foram testadas em 

estudos in vivo, em especial os relacionados à nocicepção. O trabalho de Duarte e 

colaboradores (2007) apresenta alguns desses experimentos. No teste da formalina, 

o LASSBio-294 mostrou-se eficaz apenas na fase 2, enquanto que o 881 foi eficaz 

na fase 1. Já os LASSBio-882 e -945 foram ineficazes em ambas as fases. Porém, o 

LASSBio-945 é capaz de reduzir o edema induzido por carragenina, enquanto o 

LASSBio-882 é ineficaz. Ambos 294 e 881 reduzem o edema nessas mesmas 

condições.  

O teste da placa quente, que certamente envolve o receptor TRPV1, no 

entanto, fornece uma importante distinção entre as substâncias testadas: apenas o 

LASSBio-881 é eficaz em promover anti-nocicepção nesse caso. Com a ressalva de 

que esses testes foram feitos com administração oral, e que pode haver efeitos 
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farmacocinéticos importantes, o resultado da placa quente reflete perfeitamente o 

resultado obtido na eletrofisiologia, e em parte, confirmado no cálcio. 

 

6 CONCLUSÃO  

 

Os presentes resultados permitiram uma melhor compreensão de como essa 

série de N-acilidrazonas atuam como antagonistas TRPV1 e CB1. No primeiro caso, 

o que pareceu mais importante foi o volume do grupamento aromático, e no 

segundo, a presença do grupamento nitro. Novas moléculas poderão ser 

sintetizadas, baseadas nesses dados e em outro, visando maior potência nesses 

receptores e eficácia antinociceptiva. 
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