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RESUMO 
 
O desenvolvimento de diferentes análogos ftalimídicos tem aumentado devido à 
constatação de que interagem com diferentes alvos moleculares, o que faz com que 
essas substâncias sejam consideradas candidatos a fármacos úteis no tratamento 
de pacientes com várias doenças, incluindo aquelas com manifestações 
inflamatórias e dolorosas. Além disso, a modificação molecular desses análogos de 
modo a transformá-los em doadores de óxido nítrico (NO), pode resultar em 
substâncias com maiores atividades anti-inflamatória e antinociceptiva. Assim, 
propusemos a caracterizar os efeitos induzidos pelo 2-ftalimidoetanol (FTD-OH) e 
pelo nitrato de 2-ftalimidoetila (FTD-NO), dois análogos ftalimídicos destituídos do 
anel glutarimídico, em diferentes modelos experimentais de dor e inflamação em 
camundongos e investigar os possíveis mecanismos que mediariam esses efeitos. O 
interesse em substâncias destituídas do anel glutarimídico deriva de observações 
fornecidas por vários estudos indicando que a presença desse grupo funcional está 
associada a um aumento do risco de ocorrência de teratogênese em ensaios pré-
clínicos. Os análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO, bem como o fármaco usado 
para comparação, a talidomida (500 ou 750 mg/kg, p.o., -1 h), inibiram a primeira e a 
segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeído (1,84%, 10 µl, s.c.). 
A maior dose (750 mg/kg, p.o., -1 h) dos análogos ftalimídicos e as duas maiores 
doses (500 ou 750 mg/kg, p.o., -1 h) da talidomida inibiram a alodínia mecânica 
induzida por carragenina (300 µg, 20 µl, i.pl.). Os análogos FTD-OH e FTD-NO (125, 
250, 500 ou 750 mg/kg, p.o., -1 h), mas não a talidomida, inibiram o edema de pata 
induzido por formaldeído ou carragenina. O FTD-OH e o FTD-NO (500 mg/kg, p.o., -
1 h) reduziram a atividade da mieloperoxidase (MPO) e apenas o FTD-NO (250 ou 
500 mg/kg, p.o., -1 h) reduziu as concentrações de TNF-α e CXCL1 na pata dos 
animais injetados com carragenina. Os análogos FTD-OH e FTD-NO, bem como a 
talidomida (500 mg/kg, p.o., -1 h), inibiram a alodínia mecânica em modelo de artrite 
induzida por antígeno (mBSA). Esses dois análogos ftalimídicos apresentaram 
atividade mais marcante do que a talidomida nesse modelo experimental, pois 
inibiram também a migração celular e a produção de citocinas induzidas pela mBSA. 
No modelo de alodínia mecânica induzida por constrição do nervo ciático, foram 
observadas atividades do FTD-OH, do FTD-NO e da talidomida (500 mg/kg, p.o., -1 
h). Em relação à capacidade de aumentar a concentração plasmática de nitrito, uma 
evidência indireta do estímulo à produção de NO, observou-se que apenas o 
análogo FTD-NO apresentou essa atividade. Após a demonstração dos efeitos 
antinociceptivo e antiedematogênico induzidos pelos análogos ftalimídicos FTD-OH 
e FTD-NO, foi demonstrado que a atividade antiedematogênica envolve mecanismos 
canabinoidérgicos e opioidérgicos ou a via da guanilato ciclase. A administração 
prévia do antagonista do receptor CB1 (AM251; 8 mg/kg, i.p. -1,5 h) ou do receptor 
opioide (naltrexona; 10 mg/kg, i.p. -1,5 h) ou do inibidor da enzima guanilato ciclase 
(ODQ; 8 mg/kg, p.o. -1,5 h) atenuou a atividade antiedematogênica dos análogos 
ftalímidicos FTD-OH e FTD-NO. Concluindo, os resultados demonstraram os efeitos 
antinociceptivo e anti-inflamatório induzidos por dois análogos ftalmídicos. A 
caracterização das atividades antinociceptiva e anti-inflamatória do FTD-OH e do 
FTD-NO indica que os análogos ftalimídicos destituídos do anel glutarimídico 
representam uma classe de substâncias que podem ser exploradas visando o 
desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de pacientes com condições 
inflamatórias e dolorosas. Os resultados do presente estudo também podem 
contribuir para aumentar o interesse na realização de ensaios toxicológicos pré-



 

 

clínicos e de ensaios para avaliação de perfis farmacocinéticos dos análogos 
ftalimídicos, etapas fundamentais para o avanço de pesquisas que teriam como 
objetivo maior o desenvolvimento de novas alternativas farmacoterapêuticas. 
 
PALAVRAS-CHAVE: análogos ftalimídicos, 2-ftalimidoetanol, nitrato de 2-
ftalimidoetila, talidomida, óxido nítrico, inflamação, dor, nocicepção, edema. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 
As phthalimide analogues interact with different molecular targets, there is an 
increasing interest in the evaluation of their potential as drug candidates in the 
treatment of patients with various diseases including those with inflammatory and 
painful manifestations. Furthermore, the development of phthalimide analogues 
coupled to a nitric oxide (NO) donor may result in drugs with high anti-inflammatory 
and antinociceptive activities. Thus, we aimed to characterize the effects induced by 
two phthalimide analogues devoid of the glutarimide moiety, 2-phthalimidethanol 
(FTD-OH) and 2-phthalimidethyl nitrate (FTD-NO), in experimental models of pain 
and inflammation in mice and to investigate the underlying mechanisms of action. 
There is increasing interest in phthalimide analogues devoid of the glutarimide moiety 
as the presence of this functional group has been shown to be associated with 
teratogenesis in preclinical assays. The phthalimide analogues, FTD-OH and FTD-
NO, and thalidomide, used as a comparator drug, at the doses of 500 or 750 mg/kg 
(p.o., -1 h), inhibited the first and second phases of the nociceptive response induced 
by formaldehyde (1.84%, 20 µl, s.c.). Only the highest dose of the phthalimide 
analogues (750 mg/kg, p.o., -1 h) or the two highest doses (500 or 750 mg/kg, p.o., -
1 h) of thalidomide inhibited the mechanical allodynia induced by carrageenan (300 
µg, 20 µl, i.pl.). The two phthalimide analogues FTD-OH and FTD-NO (125, 250, 500 
or 750 mg/kg, p.o., -1 h) also inhibited the paw edema induced by carrageenan or 
formaldehyde. Both phthalimide analogues (500 mg/kg, p.o., -1 h) reduced the 
activity of myeloperoxidase, but only FTD-NO (250 or 500 mg/kg, p.o., -1 h) reduced 
the concentrations of TNF-α and CXCL1 in the paw of the animals injected with 
carrageenan. FTD-OH, FTD-NO and thalidomide (500 mg/kg, p.o., -1 h) inhibited the 
mechanical allodynia in the model of arthritis induced by antigen (mBSA). The two 
analogues (500 mg/kg, p.o., -1 h) also inhibited the cell migration and cytokine 
production induced by mBSA. In the model of mechanical allodynia induced by 
chronic constriction injury, treatments with both analogues or thalidomide (500 
mg/kg, p.o., -1 h) were effective.  Regarding the ability to increase the plasma 
concentration of nitrite, an indirect evidence of the production of NO, it was observed 
that only the analogue FTD-NO exhibited this activity. In addition, it was 
demonstrated that the antiedematogenic activity of the phthalimide analogues FTD-
OH and FTD-NO involves cannabinoidergic and opioidergic mechanisms and 
activation of the guanylyl cyclase pathway. Prior administration of the CB1 (AM251, 8 
mg/kg, i.p., -1.5 h) or opioid (naltrexone, 10 mg/kg, i.p. -1.5 h) receptor antagonists or 
the inhibitor of the enzyme guanylyl cyclase (ODQ, 8 mg/kg, p.o., -1.5 h) attenuated 
the antiedematogenic activity of the phthalimide analogues. Concluding, the results 
demonstrated the antinoceptive and anti-inflammatory activities of the phthalimide 
analogues FTD-OH and FTD-NO. The characterization of these activities indicates 
that the phthalimide analogues devoid of the glutarimide moiety represent a class 
that may be explored aiming the development of new drugs to be used in the 
treatment of patients with inflammatory and painful conditions. These results may 
also increase the interest in carrying out assays to evaluate the pre-clinical 
toxicological profiles of these analogues and their pharmacokinetic parameters, 
essential steps to the advance of research aiming the development of new 
pharmacotherapeutic alternatives. 
 
KEYWORDS: phthalimide analogues, 2-phthalimidethanol, 2-phthalimidethyl nitrate, 
thalidomide, inflammation, pain, nociception, edema. 



 

 

LISTA DE FIGURAS 
 
 
 

1 Estruturas químicas do ácido  acetilsacílico e seus análogos NCX -4016 [acoplado com 
doador de NO – (nitrooximetil)fenil)] e NCX-4017 [n ão acoplado com doador de NO – 
(hidroximetil)fenil]............................... ........................................................................................ 
 

  
 

23 

2 Estruturas químicas da ftalimida (A) e da talidomida (B)......................................................... 
 

24 

3 Estruturas químicas da lenalidomida (A) e da pomali domida (B) ........................................... 
 

31 

4 Estruturas químicas de diferentes análogos ftalimíd icos ........................................................ 
 

34 

5 Planejamento estrutural de análogos ftalimícos acop lados com doadores de NO ............... 
 

35 

6 Estruturas químicas dos análogo s ftalimídicos (A) 2 -ftalimidoetanol (FTD -OH) e (B) 
nitrato de 2-ftalimidoetila (FTD-NO)............... ................................................................................ 
 

 
36 

7 Camundongo C57BL/6J................................ .............................................................................. 
 

39 

8 Aparato usado para a avaliação da resposta nocicept iva induzida por formaldeído....... .... 
 

46 

9 Aparato usado para a avaliação da alodínia mecânica ............................................................ 
 

47 

10 Aparato usado para a avaliação do edema de pata.... ............................................................ 
 

48 

11 Aparato usado para a avaliação da atividade motora. ........................................................... 
 

49 

12 Constrição do nervo ciático........................ .............................................................................. 
 

50 

13 Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 ou 7 50 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
comportamento de lambida induzido por formaldeído.. ............................................................. 
 

 
55 

14 Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 750 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
comportamento de lambida induzido por formaldeído.. ............................................................. 
 

 
56 

15 Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 750 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
comportamento de lambida induzido por formaldeído.. ............................................................. 
 

 
56 

16 Alodínia mecânica (A) ou edema de pata (B) induzido s por carragenina (100, 200 ou 300 
µg/pata). Cursos temporais (A e B) e áreas sob a cu rva (A.1 e B.1) da alodínia mecânica e 
do edema de pata................................... ......................................................................................... 
 

 
 

57 

17 Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 ou 7 50 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre a alodínia 
mecânica induzida por carragenina. (A) Curso tempor al e (B) área sob a curva da alodínia 
mecânica........................................... ............................................................................................... 
 

 
 

58 

18 Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 750 m g/kg, p.o., - 1 h) sobre a alodínia 
mecânica induzida por carragenina. (A) Curso tempor al e (B) área sob a curva da alodínia 
mecânica........................................... .............................................................................................. 
 

 
 

59 

19 Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 750 m g/kg, p.o., - 1 h) sobre a alodínia 
mecânica induzida por carragenina. (A) Curso tempor al e (B) área sob a curva da alodínia 
mecânica........................................... .............................................................................................. 
 
 

 
 

60 



 

 

20 Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 ou 7 50 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o edema 
de pata induzido por formaldeído. (A) Curso tempora l e (B) área sob a curva do edema de 
pata............................................... .................................................................................................... 
 

 
 

62 

21 Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 750 m g/kg, p.o., - 1 h) sobre o edema de 
pata induzido por formaldeído. (A) Curso temporal e  (B) área sob a curva do edema de 
pata............................................... .................................................................................................... 
 

 
 

63 

22 Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 750 m g/kg, p.o., - 1 h) sobre o edema de 
pata induzido por formaldeído. (A) Curso temporal e  (B) área sob a curva do edema de 
pata............................................... .................................................................................................... 
 

 
 

64 

23 Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 ou 7 50 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o edema 
de pata induzido por carragenina. (A) Curso tempora l e (B) área sob a curva do edema de 
pata............................................... .................................................................................................... 
 

 
 

65 

24 Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 750 m g/kg, p.o., - 1 h) sobre o edema de 
pata induzido por carragenina. (A) Curso temporal e  (B) área sob a curva do edema de 
pata............................................... .................................................................................................... 
 

 
 

66 

25 Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 750 m g/kg, p.o., - 1 h) sobre o edema de 
pata induzido por carragenina. (A) Curso temporal e  (B) área sob a curvado do edema de 
pata............................................... .................................................................................................... 

 
 

67 
 
26 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos análogos  FTD-OH e FTD-NO (250 ou 500 
mg/kg, p.o., - 1 h) sobre a atividade de MPO (A) e as concentr ações de TNF- α (B) e CXCL1 
(C) na pata de animais injetados com carragenina... ................................................................... 
 

 
 
 

69 

27 Efeito induzido pela talidomida ou pelos análogos F TD-OH e FTD-NO (500 mg/kg, p.o., 
1 h antes da injeção intra-articular de mBSA) sobre  o número total de células (A), 
neutrófilos (B) e mononucleares (C) no lavado obtid o da cavidade articular e a atividade 
de MPO no tecido periarticular (D), avaliados 24 h após a injeção intra-articular de mBSA... 
 

 
 
 

71 

28 Efeito induzido pela talidomida ou pelos análogos F TD-OH e FTD-NO (500 mg/kg, p.o., 
1 h antes da injeção intra-articular de mBSA) sobre  as  concentrações de  TNF- α (A) ou 
CXCL1 (B) no tecido periarticular avaliadas 24 h ap ós a injeção intra-articular de 
mBSA............................................... ................................................................................................. 
 

 
 
 

72 

29 Efeito induzido pela talidomida ou pelos análogos F TD-OH e FTD-NO (500 mg/kg, p.o., 
1 h antes da injeção intra-articular de mBSA) sobre  a alodínia mecânica avaliada 24 h após 
a injeção intra-articular de mBSA.................. ................................................................................ 
 

 
 

73 

30 Alodínia mecânica induzida pela constrição do nervo  ciático........................................... ... 
 

74 

31 Efeito induzido pela talidomida ou pelos análogos F TD-OH e FTD-NO (500 mg/kg, p.o., -
1 h) sobre a alodínia mecânica induzida pela constr ição do nervo ciático.............................. . 
 

 
74 

32 Efeitos induzidos pela talidomid a ou pelos análogos FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg, 
p.o., -1 h) sobre a concentração plasmática de nitrito. ................................................................ 
 

 
75 

33 Efeito induzido pelo AM251 (A4 ou A8; 4 ou 8 mg/kg,  i.p. - 1,5 h) sobre as atividades 
antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD- OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído....................... 
 

 
 

77 

34 Efeito induzido pelo AM251 (A4 ou A8; 4 ou 8 mg/kg,  i.p. - 1,5 h) sobre as atividades 
antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD- NO (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído.......................  

 
 

78 



 

 

35 Efeito induzido pelo AM630 (B4 ou B8; 4 ou 8 mg/kg , i.p. - 1,5 h) sobre as atividades 
antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD- OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído....................... 
 

 
 

79 
 

36 Efeito induzido pelo AM630 (B4 ou B8; 4 ou 8 mg/kg,  i.p. - 1,5 h) sobre as atividades 
antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD- NO (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído....................... 
 

 
 

80 

37 Efeito induzido pela naltrexona (N5 ou N10; 5 ou 10  mg/kg, i.p. - 1,5 h) sobre sobre as 
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD-OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) 
nos modelos de resposta nociceptiva e edema de pata  induzidos por formaldeído............... 
 

 
 

82 

38 Efeito induzido pela naltrexona (N5 ou N10; 5 ou 1 0 mg/kg, i.p. - 1,5 h) sobre sobre as 
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD-NO (500 mg/kg, p.o., - 1 h) 
nos modelos de resposta nociceptiva e edema de pata  induzidos por formaldeído............... 
 

 
 

83 

39 Efeito induzido pelo ODQ (O4 ou O8; 4 ou 8 mg/kg, i .p. – 2 h) sobre as atividades 
antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD- OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído....................... 
 

 
 

85 

40 Efeito induzido pelo ODQ (O4 ou O8; 4 ou 8 mg/kg, p.o. – 2,0 h) sobre as atividades 
antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD- NO (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído....................... 
 

 
 

86 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 
 
 

AIES            Anti-inflamatórios esteroides 
AINEs          Anti-inflamatórios não esteroides 
AM251         Antagonista de receptores canabinoides CB1 
AM630         Antagonista de receptores canabinoides CB2 
AP-1            Proteína ativadora-1 
ATP             Adenosina trifosfato 
FGFb           Fator de crescimento básico de fibroblasto  
BSA             Albumina de soro bovino 
CFA             Adjuvante completo de Freund 
CMC            Carboximetilcelulose   
COX            Ciclo-oxigenase  
CRPS          Síndrome de dor regional complexa 
CSF            Fator estimulador de colônia 
CXCL1         Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 
DMSO          Dimetilsulfóxido 
ENH             Eritema nodoso hansênico 
FDA             Food and Drug Administration 
FTD-OH       2-ftalimidoetanol  
FTD-NO       Nitrato de 2-ftalimidoetila  
GMPc           Guanosina monofosfato cíclico 
IL  Interleucina 
IFN  Interferon 
iNOS            Óxido nítrico sintase induzível 
i.p.                intraperitoneal  
i.pl.  intraplantar 
LPS              Lipopolissacarídeo 
mBSA           Albumina de soro bovino metilada  
MPO             Mieloperoxidase  
NaCl             Cloreto de sódio        
NF-kB  Fator nuclear kappa B  
NO   Óxido nítrico 
ODQ             1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona. 
PBMC           Células mononucleares de sangue periférico 
PBS              Tampão fosfato salina      
PG   Prostaglandina  
p.o.  per os  
SNC  Sistema Nervoso Central 
TGFβ   Fator de crescimento transformante beta 
TNF  Fator de necrose tumoral  
TRP  Receptores de potencial transitório  
VEGF           Fator de crescimento vascular endotelial   
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Inflamação e dor 

 

Vários estímulos exógenos e endógenos podem causar lesão celular, o que 

desencadeia uma reação complexa chamada inflamação. Embora os sinais da 

inflamação tenham sido descritos em alguns papiros egípcios de 3000 a.C., Celsus, 

escritor romano do primeiro século d.C., foi o primeiro a citar os quatro sinais e 

sintomas da inflamação: rubor, tumor, calor e dolor (eritema, edema, calor e dor). 

Posteriormente, Virchow adicionou outra alteração, a functio laesa (perda de função) 

(Collins, 1999). 

A inflamação é reconhecida como um processo que ocorre no tecido conjuntivo 

vascularizado, envolvendo os leitos capilares, o plasma, as células circulantes, os 

neurônios sensoriais e os constituintes celulares e extracelulares desse tecido.  Esse 

processo tem como objetivo destruir, diluir ou isolar o agente lesivo e, também, 

induzir uma série de eventos que contribuem para a cicatrização e reconstituição do 

tecido lesado. Entretanto, essa cascata de eventos pode prolongar e induzir lesão 

tecidual pela liberação exarcebada de enzimas, mediadores inflamatórios e espécies 

reativas de oxigênio ou nitrogênio (Tracey, 2002; Collins, 1999). 

A inflamação pode se manifestar como um processo agudo ou crônico. A inflamação 

aguda tem duração relativamente curta, de minutos, horas ou alguns dias, e suas 

principais características são o aumento do fluxo sanguíneo, resultando em eritema, 

seguido pelo extravasamento de plasma e de proteínas plasmáticas, que contribuem 

para o desenvolvimento do edema. A migração celular, outro fenômeno marcante, 

ocorre como resultado da produção local de vários mediadores inflamatórios com 

atividade quimiotática e de alterações das proteínas de membrana do endotélio 

vascular. Na fase inicial da inflamação, os neutrófilos são particularmente 

prevalentes. A inflamação crônica é de longa duração e está associada à presença 

de linfócitos e macrófagos, proliferação de vasos sanguíneos, fibrose e necrose 

tecidual (Ryan & Majno, 1977; Rote, 1998; Sherwood & Toliver-Kinsky, 2004).  
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Vários mediadores inflamatórios, como bradicinina, prostaglandinas (PGs), 

leucotrienos, serotonina, histamina, substância P, tromboxanos, fator de ativação 

plaquetária, adenosina, ATP, prótons e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

atuam no desenvolvimento da resposta inflamatória. As citocinas são um grupo 

diversificado de peptídeos e glicopeptídeos que coordenam e ativam as respostas 

das células do sistema imune. As citocinas são secretadas por diferentes células em 

resposta a uma variedade de estímulos e induzem efeitos característicos sobre o 

crescimento, a motilidade, a diferenciação e a função das células alvo. Essas 

substâncias também atuam em vários processos como cicatrização, hematopoese e 

angiogênese. Uma determinada citocina pode ser secretada individualmente ou 

como parte de uma resposta coordenada, juntamente com outras citocinas não 

relacionadas. Além disso, uma citocina pode induzir a expressão de outras citocinas 

ou mediadores, induzindo, assim, uma cascata de efeitos biológicos que amplificam 

a resposta inflamatória e influenciam a sua evolução (Collins, 1999; Sherwood & 

Toliver-Kinsky, 2004). Interleucinas (ILs), interferons (IFNs), fatores estimuladores de 

colônia (CSFs), quimiocinas e o fator de crescimento transformante beta (TGFβ) 

fazem parte desse grupo.  

Além dessas citocinas, destacam-se os fatores de necrose tumoral (TNFs), 

mediadores que exercem um papel fundamental nas inflamações aguda e crônica e 

no desenvolvimento de desordens autoimunes e câncer. Entre os diversos tipos de 

TNF, destacam-se o TNF-α e o TNF-β, produzidos principalmente por macrófagos e 

linfócitos T, respectivamente (Tansey & Szymkowski, 2009). As interações dos TNFs 

com seus receptores, TNFR1 ou TNFR2, podem resultar na ativação do fator de 

transcrição nuclear kappa B (NF-kB) e da proteína ativadora-1 (AP-1), responsáveis 

pela transcrição de genes para citocinas inflamatórias diversas. Além de estimularem 

a produção de vários mediadores inflamatórios, os TNFs podem induzir apoptose, 

formação de espécies reativas de oxigênio e necrose celular (Chu, 2013).  

Os mediadores inflamatórios também induzem a ativação ou a sensibilização de 

neurônios sensoriais, o que pode resultar em dor, alodínia ou hiperalgesia. A dor é 

definida pela International Association for the Study of Pain como uma experiência 

desagradável que envolve aspectos sensoriais e emocionais, geralmente associada 

a uma lesão real ou potencial. A alodínia é a dor induzida por estímulos que, em 

condições normais, não provocam dor, enquanto a hiperalgesia é a dor mais intensa 
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induzida por um estímulo que originalmente é doloroso (Collins, 1999; Julius & 

Basbaum, 2001). 

A dor é uma das modalidades sensoriais resultante da integração de vários níveis 

neurais, compreendendo, na maioria dos casos, a detecção do estímulo na periferia 

e o processamento em áreas superiores do sistema nervoso central (SNC). Existem 

quatro categorias principais de dor. A dor nociceptiva é induzida por estímulos 

nocivos de naturezas térmica, química ou mecânica que ativam diretamente os 

neurônios sensoriais de diâmetro médio e levemente mielinizados, denominados 

nociceptores Aδ, e os neurônios sensoriais de menor diâmetro e não mielinizados, 

denominados de nociceptores C. A dor inflamatória está associada à produção de 

vários mediadores inflamatórios, como citocinas, eicosanoides, serotonina, 

histamina, substância P e adenosina, que ativam ou sensibilizam os nociceptores, 

levando a alterações funcionais de neurônios do SNC. Entre esses mediadores, 

destaca-se o TNF-α que está envolvido na sinalização nociceptiva e 

hiperexcitabilidade neural (Leung & Cahill, 2010; George et al., 1999; Schfers et al., 

2003; Sacerdote et al., 2008). A dor neuropática decorre de lesões ou disfunção do 

SNC ou de nervos. Condições como síndrome do túnel do carpo, lesão da medula 

espinhal ou acidente vascular cerebral podem causar dor neuropática, que é 

caracterizada por uma combinação de compromentimentos neurológicos e dor. A 

dor funcional está vinculada com o funcionamento e/ou reatividade anormal do 

sistema nervoso e pode ser exemplificada pela cefaleia tensional (Julius & Basbaum, 

2001; Scholz & Woolf, 2002).  

 

1.2 Fármacos anti-inflamatórios e analgésicos 

 

Alguns sinais e sintomas da inflamação aguda, como dor e edema, podem causar 

desconforto aos pacientes. A resposta inflamatória crônica também pode resultar em 

dor e edema, bem como em outras complicações indesejáveis devido à destruição 

tecidual. Nesses casos, as intervenções farmacoterapêuticas mais comuns 

envolvem o uso de fármacos que reduzem o processo inflamatório por meio da 

inibição da produção, da liberação ou da ação de mediadores inflamatórios ou 
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mesmo que induzem a produção de fatores endógenos com propriedades anti-

inflamatórias. 

 

Anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) (Livingston 2000; Papich, 2000; Vane, 

1971) apresentam grande eficácia como agentes analgésicos e antiedematogênicos. 

Por outro lado, os anti-inflamatórios esteroides (AIEs), por apresentar atividade anti-

inflamatória mais ampla do que aquela apresentada pelos AINEs, são utilizados por 

pacientes com doenças inflamatórias crônicas, principalmente de origem auto-imune 

(Barnes & Adcock 1993). Além dos AINEs, úteis para o alívio da dor, outra classe 

farmacológica muito usada é a dos analgésicos opioides (Papich, 2000). 

 

Entretanto, para diversas condições dolorosas, esses fármacos são ineficazes e, por 

isso, alguns fármacos, originalmente aprovados para outras finalidades terapêuticas, 

têm sido usados para o alívio da dor associada ou não a condições inflamatórias. 

Antidepressivos tricíclicos, exemplificados pela amitriptilina, têm sido usados na 

profilaxia de enxaqueca, fibromialgia, neuropatia diabética e lombalgia persistente 

(Chan et al., 2009). Anticonvulsivantes (carbamazepina, fenitoína, gabapentina, 

topiramato), agonistas alfa-2 adrenérgicos (clonidina) e antagonistas de receptores 

NMDA (cetamina) também têm sido usados para o alívio de dores neuropáticas 

(Brower, 2000; Kamibayashi & Maze, 2000; Park & Moon, 2010).  

 

 

1.3 Acoplamento de doadores de óxido nítrico (NO) a os fármacos anti-

inflamatórios e analgésicos 

 

O NO é uma molécula simples que exerce várias funções fisiológicas e não 

fisiológicas. Presente em quase todas as células, o NO desempenha diferentes 

atividades como controle do tônus vascular, neurotransmissão, indução da 

expressão gênica de fatores de transcrição, regulação da função imunológica e da 

apoptose (Coleman, 2001; Korhonen et al., 2005; Nagy et al., 2007). 

 

Existem diferentes mecanismos moleculares que medeiam as atividades biológicas 

do NO. Primeiro, o NO regula a atividade de diversas enzimas, por meio da reação 

com os metais de transição, como ferro, cobre e zinco, presentes nos grupos 
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prostéticos dessas proteínas. A principal sinalização mediada pelo NO ocorre por 

meio da ativação da enzima citosólica guanilato ciclase, resultando na formação de 

GMP cíclico (GMPc). Segundo, o NO é capaz de modificar os resíduos de cisteína 

por meio de uma reação de S-nitrosilação. Essa modificação pode alterar as 

atividades de diversas proteínas envolvidas na regulação celular. Terceiro, o NO 

reage rapidamente com o ânion superóxido (O2-), resultando na formação de 

peroxinitrito (ONOO-), um forte oxidante capaz de modificar proteínas, lipídios e 

ácidos nucléicos (Gow et al., 2004; Korhonen et al., 2005).  

 

É importante mencionar que o NO exibe atividades opostas, que podem ser 

dependentes da sua concentração local, da sua reatividade com as outras moléculas 

e do seu local de ação (Coleman, 2001). Por exemplo, o NO pode induzir efeitos 

oxidante ou antioxidante em lesões vasculares (Patel et al., 2000), facilitação ou 

inibição do processamento periférico da resposta nociceptiva (Duarte et al., 1992; 

Duarte & Ferreira, 1992; Prado et al., 2002; Hancock et al., 2008), efeitos 

inflamatórios ou anti-inflamatórios em modelos experimentais (Coleman et al., 2001; 

Korhonen et al., 2005; Abramson et al., 2008) e, ainda, facilitação ou inibição da 

apoptose (Taylor et al., 2003). 

 

O NO pode exercer sinalizações importantes na regulação da resposta imunológica 

como a inibição do NF-kB (Matthews et al., 1996), resultando na diminuição da 

síntese de mediadores inflamatórios. Vários estudos demonstraram o efeito inibitório 

induzido pelo NO sobre a ativação do NF-kB induzida por IL-1β (Katsuyama et al., 

1998; Rosa et al., 2008), TNF-α (Peng et al., 1995; Reynaert et al., 2004) ou 

lipopolissacarídeo (LPS) (delaTorre et al., 1999). Em relação aos efeitos induzidos 

pelo NO sobre a regulação direta da síntese do TNF-α, há resultados opostos 

provenientes de estudos in vitro nos quais foram utilizadas diferentes linhagens 

celulares. Eigler et al. (1995) e Huang et al. (1998) demonstraram a inibição e o 

aumento, respectivamente, da síntese dessa citocina induzida por NO. Também, há 

descrição de efeitos opostos induzidos pelo NO sobre a síntese de outras citocinas. 

Por exemplo, foi demonstrado que o NO inibe e aumenta a síntese da IL-12 e do 

TNF-α, respectivamente, em macrófagos estimulados por LPS e IFN-γ (Huang et al., 

1998).  
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O NO também regula a atividade dos neutrófilos. Estudos in vitro demonstraram que 

o NO inibe a degranulação e a formação de fatores quimiotáticos e de espécies 

reativas em neutrófilos ativados (Clancy et al., 1992; Moilanen et al., 1993). O NO 

também regula o recrutamento dessas células para o foco inflamatório por meio da 

diminuição do rolamento e da adesão no endotélio vascular e da inibição da 

produção das moléculas de adesão (Kosonen et al., 2000; Lefer et al., 1999; 

Lindemann et al., 2000). 

 

A partir do conhecimento das atividades biológicas do NO, algumas linhas de 

pesquisa focaram na modulação dessas atividades, por meio do aumento ou da 

inibição da sua formação. A inibição da produção de NO é uma estratégia que pode 

contribuir para atenuação de vários parâmetros inflamatórios, uma vez que é comum 

observar um aumento da expressão do gene da iNOS e da produção de NO em 

sítios inflamatórios. Essa molécula está envolvida na imunidade inata como um 

agente citotóxico em processos infecciosos e está presente em altas concentrações 

nos tecidos de pacientes com artrite reumatoide ou asma. Assim, a identificação de 

inibidores seletivos para essa enzima poderia prevenir o excesso da liberação de 

NO nos tecidos alvos e, consequentemente, atenuar sinais e sintomas da inflamação 

(Korhonen et al., 2005; Nagy et al., 2007; Coleman, 2001).   

 

Por outro lado, considerando que em algumas doenças a produção de NO está 

reduzida, outras abordagens tiveram como objetivo fornecer um suplemento desse 

mediador por meio do uso de substâncias acopladas com um agrupamento doador 

de NO. Duas classes de fármacos conhecidos e amplamente usados, às quais têm 

sido acoplados doadores de NO, são os AINEs e AIEs. Entre os fármacos acoplados 

a doadores de NO podem ser mencionados o ácido acetilsalicílico (Fiorucci et al., 

2000; Turnbull et al., 2008), o paracetamol (Romero-Sandoval et al., 2007), o 

naproxeno (Young et al., 2005) e a prednisolona (Tallet et al., 2002). Esses fármacos 

acoplados a doadores de NO demonstraram melhor perfil farmacológico, seja por 

meio do aumento da eficácia terapêutica ou da redução da ocorrência de reações 

adversas (Keeble & Moore, 2002; Fiorucci, 2001; Miller & Megson, 2007). 

 

Por exemplo, Fiorucci et al. (2000) demonstraram que a sustância NCX-4016, 

resultado do acoplamento de um doador de NO ao ácido acetilsalicílico, inibe a 
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produção de citocinas inflamatórias. O NCX-4016 inibe a produção das citocinas IL-

1β, IL-8, IL-12, IL-18, IFN-γ e TNF-α por monócitos estimulados por LPS. O ácido 

acetilsalicílico e o análogo hidroxilado NCX-4017 não apresentam essa atividade 

(Figura 1) . Testes in vitro demonstraram que a substância NCX-4016, mas não o 

ácido acetilsalicílico e o NCX-4017, libera NO e a formação de GMPc intracelular, 

efeitos essenciais para explicar as diferentes atividades dessas três substâncias. 

Além disso, diferentemente do NCX-4016, o NCX-4017 diminui a viabilidade celular 

e, em determinadas concentrações, induz morte celular. É interessante observar que 

a substituição do doador de NO pela hidroxila resultou em uma substância citotóxica 

e sem atividade farmacológica de interesse. 

 
 

 
 

Figura 1  - Estruturas químicas do ácido acetilsacílico e se us análogos NCX-4017 [não 
acoplado com doador de NO – (hidroximetil)fenil] e NCX-4016 [acoplado com doador de NO – 

(nitrooximetil)fenil)]. Fonte: Fiorucci et al., 2000. 
 

 

1.4 Talidomida como candidata a fármaco analgésico 

 

Outra classe de substâncias que tem sido muito investigada em diferentes condições 

dolorosas e inflamatórias é derivada da ftalimida (Figura 2) . Efeitos marcantes 

induzidos por substâncias ftalimídicas sobre várias vias bioquímicas importantes 

para o processamento nociceptivo e para o desenvolvimento da resposta 

inflamatória foram amplamente demonstrados em vários ensaios farmacológicos pré-

clínicos in vitro e in vivo. Ao longo do tempo, a talidomida (N-ftalimidoglutarimida) 

destacou-se entre as várias substâncias ftalimídicas devido às suas inúmeras 

atividades biológicas (Sharma et al., 2010). 
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Figura 2 - Estruturas químicas da ftalimida (A) e da talidomid a (B).  

 

A talidomida foi desenvolvida na década de 1950 pelo laboratório alemão Chemie 

Grünenthal visando o tratamento de pacientes com epilepsia, uma vez que a sua 

estrutura química se assemelhava àquela dos barbitúricos (Brynner & Stephens, 

2001; Hashimoto, 2002). Após a realização de ensaios pré-clínicos que mostraram a 

falta de eficácia em modelos experimentais de epilepsia, mostrou-se ser um sedativo 

seguro. Ensaios limitados realizados em roedores mostraram que a talidomida não 

apresentava toxicidade. Em função dessas evidências, ensaios clínicos foram 

iniciados na Alemanha, uma vez que não havia uma regulamentação rígida pelas 

agências de fiscalização para a aprovação e o acompanhamento desses ensaios 

(Brynner & Stephens, 2001; Gaudillière & Volker, 2012).  

 

Em 1957, a talidomida passou a ser comercializada como um sedativo e hipnótico.  

Considerada um fármaco seguro, uma vez que o risco de morte decorrente do uso 

de dose excessiva era muito menos provável do que aquele associado ao uso dos 

barbitúricos, passou a ser usada na Europa, Austrália, Ásia e América do Sul. A 

talidomida também passou a ser usada amplamente como antiemético por mulheres 

grávidas.  Nos Estados Unidos, a talidomida não foi aprovada pela agência 

regulatória Food and Drug Administration (FDA), devido a indícios de 

neurotoxicidade diagnosticados em alguns pacientes (Fullerton & Kremer, 1961; 

Brynner & Stephens, 2001).  

 

Após quatro anos de comercialização da talidomida em vários países, William 

Mcbride (Austrália) e Widukind Lenz (Alemanha) descreveram o aparecimento de 
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malformações em recém-nascidos cujas mães foram expostas à talidomida durante 

a gravidez (Lenz, 1962; Mcbride, 1961). Em outros países, inúmeros médicos 

confirmaram o relato desses dois investigadores. No final de 1961, a talidomida foi 

retirada do mercado devido a sua associação com a ocorrência de malformações em 

recém-nascidos (Pliess, 1962; Sommers, 1962; Speirs, 1962; Ward, 1962).  Na 

época, não havia uma compreensão adequada sobre estudos toxicológicos em 

animais. Após algumas investigações, foi constatada que a avaliação dos riscos de 

teratogenicidade em ensaios toxicológicos realizados apenas em roedores fornecia 

resultados que proporcionavam uma falsa ideia de segurança. Vários estudos 

demonstraram teratogenicidade evidente induzida pela talidomida em coelhos, mas 

não em ratos ou camundongos (Felisati & Knapp, 1962; Fratta et al., 1965; King & 

Kendrick, 1962; Schumacher et al, 1968; Vickers et al., 1967). A partir desse grave 

episódio, as agências regulatórias foram reorganizadas com novas leis e normas 

mais rígidas e responsáveis para a aprovação de ensaios pré-clínicos e clínicos de 

candidatos a fármacos (Brynner & Stephens, 2001; Gaudillière & Volker, 2012).    

 

Apesar da retirada da talidomida do mercado, investigações sobre a sua atividade 

farmacológica continuaram a ocorrer. Inicialmente, de forma inesperada, o médico 

israelense Jacob Sheskin relatou a eficácia da talidomida no tratamento de um 

paciente com eritema nodoso hansênico (ENH) (Sheskin, 1965). A talidomida 

promoveu a cicatrização das lesões de pele e reduziu a febre e a insônia (Pearson & 

Vedagiri, 1969; Sheskin, 1965; Waters, 1971). A partir dessa descoberta, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) coordenou um estudo com milhares de 

pacientes com ENH. Os resultados mostraram que, após algumas semanas de 

tratamento com a talidomida, houve completa remissão da doença na maioria dos 

pacientes (Iyer et al., 1971). Posteriormente, foi demonstrada a eficácia da 

talidomida no tratamento de pacientes com síndrome de Behçet (Hamza 1986; 

Mascaro et al., 1979), doença do enxerto contra hospedeiro após o transplante de 

medula óssea (Lim et al., 1988; McCarthy et al., 1989) ou com a síndrome da 

imunodeficiência adquirida apresentando úlceras orais (Jacobson et al., 1997; Youle 

et al., 1989) ou desnutrição (Reyes-Teran et al., 1996).  

 

Em 1998, o FDA aprovou a utilização da talidomida para o tratamento de pacientes 

com ENH após maiores investigações dos efeitos induzidos pela talidomida sobre o 
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sistema imunológico (Sampaio et al., 1993) e o desenvolvimento de um Sistema de 

Educação e Segurança de Prescrição da Talidomida (STEPS) (Nightingale, 1998; 

Zeldis et al., 1999). Após 40 anos, houve a reintrodução da talidomida na 

farmacoterapia com novos usos, novas pesquisas clínicas e acompanhamento rígido 

do seu perfil de segurança pelas agências regulatórias (FDA 1).  

 

As propriedades imunossupressoras da talidomida foram úteis para justificar o seu 

uso no tratamento de pacientes com diversas doenças para as quais há poucas 

opções de tratamento. Vários estudos demonstraram a eficácia da talidomida no 

tratamento de pacientes com artrite reumatoide (Gutierrez-Rodriguez, 1984), lúpus 

eritematoso sistêmico (Atra & Sato, 1993; Stevens et al., 1997), tuberculose 

(Tramontana et al., 1995) e doença de Crohn (Fishman et al., 1999; Wettstein & 

Meagher, 1997). Nos últimos anos, também foi demonstrada a eficácia da talidomida 

para o tratamento de pacientes com mieloma múltiplo (Juliusson et al., 2000; Kumar 

et al., 2004a; Singhal et al., 1999). A partir dessas evidências, começou a ser 

investigada a eficácia da talidomida no tratamento de pacientes com câncer renal 

(Stebbing et al., 2001; Eisen et al., 2000), câncer de próstata metástico (Macpherson 

et al., 2003) e melanoma metastático (Pawlak & Legha, 2004; Reiriz et al., 2004). 

Em 2006, o FDA aprovou a utilização da talidomida em combinação com 

dexametasona para o tratamento de pacientes recém-diagnosticados com mieloma 

múltiplo (FDA 2; Rajkumar et al., 2002; Weber et al., 2003). As principais reações 

adversas induzidas pela talidomida foram sonolência, constipação, lesões 

eritematosas, neuropatia periférica e trombose venosa, que ocorreram de forma 

dose-dependente (Ghobrial & Rajkumar, 2003). 

 

A eficácia da talidomida para o tratamento de pacientes com diferentes doenças 

estimulou investigações sobre os mecanismos de ação que explicassem as suas 

atividades imunossupressora e anti-inflamatória. O primeiro efeito induzido pela 

talidomida a ser demonstrado foi a inibição da síntese de TNF-α por meio da 

degradação do seu mRNA em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) 

estimuladas por LPS (Moreira et al., 1993; Sampaio et al., 1991). Os benefícios 

conferidos pela talidomida durante tratamento dos pacientes com desordens 

autoimunes foram, inicialmente, atribuídos à redução das concentrações de TNF-α 

(Sampaio et al., 1993; Mattews & McCoy, 2003).  
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Entretanto, os efeitos imunomodulatórios induzidos pela talidomida são variáveis, 

dependendo do tipo de célula ativada ou do estímulo aplicado. Além da capacidade 

de inibição da produção de TNF-α por cultura de PBMC estimulada por LPS 

(Sampaio et al., 1991; Moreira et al., 1993), a talidomida aumenta as concentrações 

de TNF-α e de outras citocinas como IL-2, IL-12 e IFN-γ quando essas células são 

estimuladas por anticorpos anti-CD3 (Corral et al., 1999; Haslett et al., 1998; Marriott 

et al., 2002). Em cultura de células leucêmicas HL-60, a estimulação por ácido 

ocadáico ou acetato de tetradecanoilforbol induz aumento de produção de TNF-α. A 

produção dessa citocina estimulada por ácido ocadáico ou acetato de 

tetradecanoilforbol pode ser inibida ou aumentada, respectivamente, pela talidomida  

(Hashimoto, 2002). Nishimura et al. (1994) também demonstraram que talidomida 

aumenta a produção de TNF-α por outras linhagens de células leucêmicas. Outros 

estudos in vitro mostraram a inibição ou o aumento das concentrações de TNF-α 

induzidas pela talidomida em diferentes células mononucleares estimuladas por LPS 

(Shannon & Sandoval, 1996).  

 

Os efeitos opostos induzidos pela talidomida, especificamente sobre a produção de 

TNF-α, podem influenciar o quadro clínico apresentado pelo paciente, dependendo 

do estado da doença, da variação de ativação do sistema imunológico e das vias de 

sinalização presentes. Por exemplo, Sampaio et al. (1993) demonstraram a 

diminuição das concentrações plasmáticas de TNF-α em pacientes com ENH 

tratados com a talidomida, enquanto Jacobson et al. (1997) demonstraram efeito 

oposto em pacientes com a síndrome da imunodeficiência adquirida. Nesse último 

estudo, houve aumento na produção do RNA viral no grupo de pacientes tratados 

com o fármaco após quatro semanas, um efeito que pode estar relacionado com a 

maior replicação do vírus em células infectadas induzida por TNF-α (Poli et al., 

1990). Em relação aos sinais e sintomas dos pacientes, houve uma melhora no 

quadro clínico com a cicatrização das úlceras aftosas e alívio da dor (Jacobson et 

al., 1997). Outra atividade demonstrada para a talidomida foi a coestimulação de 

linfócitos T e maiores proliferação e citotoxicidade dessas células (Haslett et al., 

1998). Essa atividade mostrou-se importante para o aumento da resposta 

imunológica a antígenos tumorais durante o tratamento de pacientes com câncer.  
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As atividades da talidomida não se restringem à modulação da produção de TNF-α. 

Alguns estudos demonstraram a sua capacidade de inibir a ativação de NF-kB (Jin 

et al., 2002; Keifer et al., 2001; Lv et al., 2007; Majumdar et al., 2001). Esse fator de 

transcrição é um alvo molecular interessante a ser explorado em estudos visando o 

desenvolvimento de novos fármacos anti-inflamatórios, uma vez que está envolvido 

na gênese de várias desordens inflamatórias e dolorosas (Didonato et al., 2012; 

Niederberger & Geisslinger, 2008; Tak & Firestein, 2001). NF-kB regula a transcrição 

de genes que codificam vários mediadores e enzimas com papel importante no 

processo inflamatório, incluindo citocinas, quimiocinas, óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2), fatores de adesão e proteínas envolvidas em 

apoptose celular (Pahl, 1999).  

 

Payvandi et al. (2004) também demonstraram que a talidomida inibe a expressão do 

gene que codifica a enzima COX-2. Esse efeito é importante, uma vez que o 

aumento da expressão do gene que codifica COX-2 ocorre em várias desordens 

inflamatórias e neoplásicas (Williams et al., 1999; Greene et al., 2011), incluindo 

câncer de pulmões (Khuri et al., 2001), cérebro e pescoço (Zweifel et al., 2002) e 

processos de angiogênse (Sengupta et al., 2003; Tsujii et al., 1998), bem como em 

processos dolorosos associados a neuropatias (Kellogg & Pop-Busui, 2005; Ma & 

Eisenach, 2003) e dor inflamatória (Samad et al., 2001). A talidomida também 

diminui a expressão de genes que codificam moléculas de adesão como as E- e L-

selectinas e a VCAM-1, responsáveis pelo recrutamento de leucócitos para a área 

de inflamação, uma atividade que também pode contribuir para a atenuação da 

resposta inflamatória. Entretanto, os efeitos induzidos pela talidomida são mais 

complexos, uma vez que, além da inibição da produção dessas moléculas, foi 

demonstrado o aumento da produção da molécula de adesão ICAM-1, indicando que 

o fármaco pode modular a migração de leucócitos (Geitz et al., 1996). 

 

Outros estudos demonstraram a atividade antiangiogênica da talidomida, 

independentemente do seu efeito imunomodulatório. A talidomida inibe a 

angiogênese induzida pelo fator de crescimento básico de fibroblasto (FGFb) ou pelo 

fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (D’Amato et al., 1994; Kenyon et al., 

1997; Kruse et al., 1998). Essas observações aumentaram o interesse dos 

pesquisadores em investigar os potenciais benefícios do fármaco no tratamento de 
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pacientes com câncer (Kumar et al., 2002; 2004b; Richardson et al., 2002a), uma 

vez que a angiogênese está envolvida no desenvolvimento de tumores (Folkman, 

1974). Entretanto, alguns estudos clínicos não encontraram uma correlação entre as 

alterações na produção dos fatores angiogênicos e a evolução clínica dos pacientes 

tratados com a talidomida (Baidas et al., 2000; Reiriz et al., 2004; Pinter et al., 2008; 

Young et al., 2012). 

 

Além da eficácia analgésica da talidomida observada em pacientes com ENH ou 

desordens autoimunes (Matthews & McCoy, 2003), essa atividade foi observada em 

pacientes com mieloma múltiplo que apresentavam a síndrome de dor regional 

complexa (CRPS), conhecida como distrofia simpática reflexa. Os sinais e sintomas 

mais comuns dessa síndrome são dor, alodínia, edema, disfunção autonômica e 

movimentos desordenados (Schwartzman et al., 2009). O tratamento com a 

talidomida resultou no alívio da dor, o que contribui para a redução do uso de 

analgésicos tradicionais por alguns pacientes (Rajkumar et al., 2001; Schwartzman 

et al., 2003). 

 

Após as investigações da atividade imunomodulatória da talidomida, alguns estudos 

avaliaram o efeito induzido por esse fármaco em modelos experimentais de dor 

neuropática, uma vez que a atividade supracitada poderia diminuir a 

neuroinflamação e, consequentemente, induzir efeito antinociceptivo. George et al. 

(2000) e Sommer et al. (1998a) demonstraram a atenuação da hiperalgesia térmica 

e da alodínia mecânica induzidas por constrição do nervo ciático em animais 

tratados com a talidomida. A atenuação da alodínia e da hiperalgesia induzida pela 

talidomida observada no estudo de George et al. (2000) foi associada à redução e 

ao aumento das concentrações de TNF-α e de IL-10 endoneuroniais, 

respectivamente, e a um aumento do conteúdo de met-encefalina no corno dorsal da 

medula espinhal. Andrade et al. (2012), por sua vez, demonstraram que a talidomida 

reduz as hipersensibilidades térmica e mecânica em animais com constrição do 

nervo ciático, associada à redução da produção de TNF-α e da expressão do gene 

para o receptor TNFR1 na medula espinhal. 

 

Seguindo a descoberta das atividades imunomodulatória, anti-inflamatória, 

antinociceptiva e antiangiogênica da talidomida, a síntese de análogos ftalimídicos 
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que apresentem maior atividade farmacológica e melhor perfil de segurança tem 

sido apresentada como um objetivo importante. 

 

 

1.5 Novos análogos ftalimídicos como candidatos a f ármacos analgésicos  

 

Ao longo das duas últimas décadas, diferentes grupos de pesquisa sintetizaram 

várias substâncias que foram coletivamente chamadas de análogos da talidomida, 

embora algumas apresentem diferenças estruturais muito marcantes em relação ao 

fármaco original (Corral & Kaplan, 1999; Hashimoto 2002; 2008; Muller et al., 1996). 

Em alguns casos, as substâncias sintetizadas apresentam estruturas caracterizadas 

pela presença dos anéis ftalimídico e glutarimídico, com várias substituições, o que 

determina maior semelhança estrutural em relação à talidomida. Entretanto, em 

outros casos, a semelhança estrutural com a talidomida é muito reduzida, uma vez 

que as substâncias sintetizadas contém apenas um dos anéis, com substituições 

diversas. O objetivo maior desses estudos foi a obtenção de substâncias com maior 

atividade imunomodulatória e melhor perfil de segurança. 

 

Inicialmente, uma série de substâncias substituídas foram planejadas e sintetizadas, 

resultando em análogos mais potentes que a talidomida em relação à inibição da 

produção de TNF-α (Corral et al., 1996; 1999; Muller et al., 1999). Após a realização 

de ensaios pré-clínicos, nos quais foram avaliados os perfis farmacológicos, 

incluindo farmacocinético, e toxicológico, foram identificadas duas substâncias, CC-

5013 (lenalidomida) e CC-4047 (pomalidomida) (Figura 3) , com grande potencial 

para o tratamento de pacientes com câncer. Vários ensaios clínicos avaliaram os 

efeitos induzidos pela lenalidomida e pela pomalidomida, de forma isolada ou 

associada a outros fármacos, em pacientes com mieloma múltiplo (Bartlett et al., 

2004; Dimopoulos et al., 2007; Lacy et al., 2009; Richardson et al., 2002b; 2013;  

Schey et al., 2004).  
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Figura 3  - Estruturas químicas da lenalidomida (A) e da pom alidomida (B).  

 

 

Em 2005, o FDA aprovou a utilização da lenalidomida para o tratamento de 

pacientes com síndrome mielodisplásica associada à deleção do cromossomo 5q 

(FDA 3). Um ano depois, o FDA aprovou a utilização da lenalidomida em 

combinação com dexametasona para o tratamento de pacientes com mieloma 

múltiplo que não responderam a tratamentos prévios (FDA 4). É importante 

mencionar que as seguranças da talidomida e da lenalidomida no tratamento de 

pacientes com doenças crônicas têm sido continuamente monitoradas pelas 

agências regulatórias. Em 2011, o FDA divulgou um alerta sobre os resultados de 

ensaios clínicos realizados com pacientes que estavam sendo tratados com 

lenalidomida e apresentaram risco aumentado de desenvolvimento de novos tipos 

de câncer. A agência regulatória vem revisando toda informação disponível sobre o 

tema e recomenda cautela na interpretação dos resultados. Entretanto, documento 

divulgado pelo FDA indica que, após análise dos resultados disponíveis, os 

benefícios do fármaco continuam superiores aos riscos potenciais detectados nos 

ensaios clínicos (FDA 5). Em 2012, o FDA informou que a bula do medicamento 

Revlimid® (lenalidomida) foi modificada de forma a incluir as informações sobre o 

risco do desenvolvimento de leucemia mieloide aguda, síndromes mielodisplásicas e 

linfoma de Hodgkin associado ao seu uso. O guia de medicação ao paciente 

também está sendo atualizado para informar sobre esse possível risco (Dimopoulos 

et al., 2012; FDA 6; Yang et al., 2012). Em 2013, o FDA também aprovou a 

utilização da pomalidomida para o tratamento de pacientes com mieloma múltiplo 

avançado que não tiveram melhora do quadro clínico após o tratamento com outros 

fármacos antineoplásicos (FDA 7). 
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Tendo em vista que a talidomida interage com vários alvos moleculares, foram feitas 

modificações no anel ftalimídico, visando obter substâncias que interagem com alvos 

específicos e com maiores atividades imunomodulatória e antiangiogênica (Dredge 

et al., 2002; Hideshima et al., 2000; Marriott et al., 2002). A rápida expansão das 

pesquisas sobre análogos ftalimídicos é indicativa da grande expectativa de que 

essas substâncias representem promissores candidatos a fármacos para o 

tratamento de pacientes com diversas condições inflamatórias e dolorosas, entre 

outras. 

 

Vários ensaios pré-clínicos demonstraram que alguns desses análogos ftalimídicos 

apresentam atividade inibitória sobre a produção de TNF-α (de Almeida et al., 2007; 

Chaulet et al., 2011; Mazzoccoli et al. 2012; Miyachi et al., 1997a; b; Stewart et al., 

2007; 2010; Teubert et al., 1998). Outros análogos desenvolvidos apresentam 

atividades diversas entre as quais podem ser mencionadas a inibição das enzimas 

COX (Noguchi et al., 2002; Sano et al., 2004; Suizu et al., 2003) e iNOS (Noguchi et 

al., 2004; Shimazawa et al., 2004), bem como da angiogênese (Noguchi et al., 2005; 

Sano et al., 2006). Alguns análogos ftalimídicos também inibem a polimerização da 

tubulina, o que lhes confere o perfil de agentes antimitóticos (Iguchi et al., 2008; Li et 

al., 2006; Yanagawa et al., 2006). As estruturas químicas de vários análogos 

ftalimidicos que foram avaliados em ensaios pré-clínicos estão indicadas na Figura 

4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4  - Estruturas químicas de diferentes análogos ftali mídicos (continua).  
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Figura 4  - Estruturas químicas de diferentes análogos ftali mídicos (final). Fonte: 1. de 
Almeida et al., 2007; 2. Chaulet et al., 2011; 3. Mazzoccoli et al., 2012; 4. Miyachi et al., 1997a; 5. 

Miyachi et al., 1997b; 6. Stewart et al., 2007; 2010; 7. Teubert et al., 1998 ; 8. Noguchi et al., 
2002; 9. Sano et al., 2004; 10. Suizu et al., 2003; 11. Noguchi et al., 2004 ; 12. Shimazawa et al., 
2004 ; 13. Noguchi et al., 2005; 14. Sano et al., 2006; 15. Iguchi et al., 2008; Li et al., 2006; 16. 

Yanagawa et al., 2006. 
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Outra estratégia para a produção de novos análogos ftalimídicos envolve o 

acoplamento de doadores de NO. Por exemplo, Wang et al. (2009) sintetizaram uma 

série de análogos ftalimídicos acoplados a doadores de NO que apresentaram 

atividade citotóxica em diferentes linhagens de células cancerígenas. Dos Santos et 

al. (2011) também sintetizaram uma série de análogos acoplados a doadores de NO 

(Figura 5) . Essas novas substâncias apresentaram atividade antinociceptiva no 

modelo de constrição abdominal induzida por ácido acético e atividade anti-

inflamatória nos modelos de edema de orelha induzida por capsaicina e de peritonite 

induzido por tioglicolato em camundongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
Figura 5  - Planejamento estrutural de análogos ftalimídicos  acoplados a doadores de NO. 

Fonte: dos Santos et al., 2011. 
 

 

 

Uma vez que os análogos ftalimídicos representam objeto de grande interesse de 

químicos farmacêuticos, a continuidade das investigações nessa área é plenamente 

justificada. No presente estudo, propusemos a caracterizar os efeitos induzidos por 

dois análogos ftalimídicos destituídos do anel glutarimídico, o 2-ftalimidoetanol (FTD-

OH) e o nitrato de 2-ftalimidoetila (FTD-NO) (Figura 6),  em diferentes modelos 

experimentais de dor e inflamação.  
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Figura 6  - Estruturas químicas dos análogos ftalimídicos (A ) 2-ftalimidoetanol (FTD-OH) e (B) 

nitrato de 2-ftalimidoetila (FTD-NO). 
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2  JUSTIFICATIVA 

 

A modificação das estruturas químicas de fármacos conhecidos é um procedimento 

comum na pesquisa que tem como objetivo o desenvolvimento de novos fármacos. 

A síntese dessas moléculas modificadas geralmente representa um desafio menor 

para os químicos e é possível obter moléculas com melhor perfil farmacológico, 

caracterizado por maior eficácia terapêutica, melhor perfil de segurança ou ambos. 

Tendo em vista que alguns fármacos que contém o grupo ftalimídico, entre os quais 

a talidomida, a lenalidomida e a pomalidomida, apresentam atividades anti-

inflamatória e analgésica, a investigação das atividades de novos análogos 

ftalimídicos em modelos experimentais de dor e inflamação representa objeto de 

interesse atual. Vale ressaltar que os análogos FTD-OH e FTD-NO apresentam 

estruturas químicas mais simples quando comparados com outros análogos 

ftalimídicos em investigação (Chaulet et al. 2011;  Mazzoccoli et al. 2012; Miyachi et 

al., 1997a; Stewart et al., 2007; 2010; Sano et al., 2004; Noguchi et al., 2004) e com 

a própria talidomida, uma vez que são destituídos do anel glutarimídico. O interesse 

em substâncias destituídas do anel glutarimídico também deriva de observações 

fornecidas por vários estudos indicando que a presença desse grupo funcional está 

associada a um aumento do risco de ocorrência de teratogênese em ensaios pré-

clínicos (D’Amato et al., 1994; Huang and McBride, 1997; Joussen et al., 1999; 

Lepper et al., 2004). Outro aspecto que também tem sido bastante investigado nos 

últimos anos é a consequência da introdução de grupos doadores de NO sobre a 

atividade de fármacos anti-inflamatórios. Essa modificação molecular geralmente 

resulta no aumento da atividade farmacológica e do perfil de segurança da nova 

substância, uma observação que justifica o interesse na avaliação das atividades de 

análogos ftalimídicos acoplados a doadores de NO. Assim, a determinação dos 

perfis farmacológicos do FTD-OH e do FTD-NO representa uma etapa inicial de uma 

investigação mais ampla que pode resultar na introdução de novos análogos 

ftalimídicos no tratamento de pacientes com condições inflamatórias ou dolorosas.  
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3 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos induzidos por dois análogos ftalimídicos destituídos do grupo 

glutarimídico, FTD-OH e FTD-NO, em diferentes modelos experimentais de 

inflamação e dor e estabelecer possíveis mecanismos bioquímicos e celulares que 

poderiam mediar esses efeitos.  

 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

 

• Avaliar os efeitos induzidos pelo FTD-OH e pelo FTD-NO em modelos 

experimentais de inflamação e de dores nociceptiva, inflamatória e 

neuropática. 

 

• Avaliar os efeitos induzidos pelo FTD-OH e pelo FTD-NO sobre a migração 

celular e a produção de NO e mediadores inflamatórios, de forma a definir 

possíveis mecanismos bioquímicos e celulares que poderiam mediar esses 

efeitos nos modelos experimentais de inflamação e dor. 

 
• Avaliar se os efeitos induzidos pelo FTD-OH e pelo FTD-NO em modelos 

experimentais de inflamação e dor são mediados pelos sistemas 

canabinoidérgico, opioidérgico ou pela ativação da via da guanilato ciclase-

GMPc. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais experimentais 

 

Foram usados camundongos C57BL/6J (8-9 semanas) machos (Figura 7) . Os 

animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h e ração e água foram 

fornecidas ad libitum. Todos os experimentos foram realizados em sala com 

temperatura ambiente de 27 ± 1 oC, correspondente à zona de termoneutralidade 

para roedores (Gordon, 1990). Os animais foram ambientados na sala de 

experimentação por pelo menos três dias antes da condução dos experimentos. 

Após o término dos experimentos, os animais foram submetidos à eutanásia em 

câmara de CO2. Os experimentos foram realizados de acordo com as 

recomendações para avaliação de dor experimental em animais (Zimmermann, 

1983). O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA - UFMG, protocolo 48/2011). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7  - Camundongo C57BL/6J. 

 

 

4.2 Drogas, veículos e reagentes 

 

� Substâncias avaliadas: 

 

• FTD-OH (2-ftalimidoetanol):  

Nome químico (IUPAC): [2-(2-hidroxietill)isoindolina-1,3-diona)]. 

Laboratório de síntese: GEQOB - Departamento de Química, UFMG 

Função: Análogo ftalimídico avaliado nos modelos experimentais de dor e 

inflamação. 
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• FTD-NO (nitrato de 2-ftalimidoetila): 

Nome químico (IUPAC): [2-(1,3-dioxoisoindolina-2-il)etilnitrato]. 

Laboratório de síntese: GEQOB - Departamento de Química, UFMG 

Função: Análogo ftalimídico avaliado nos modelos experimentais de dor e 

inflamação. 

• Talidomida (N-ftalimidoglutarimida) 

Nome químico (IUPAC): [(RS)-2-(2,6-dioxopiperidin-3-il)-1H-isoindol-1,3(2H)-diona)]   

Empresa: Funed, Brasil  

Função: Fármaco avaliado nos modelos experimentais de dor e inflamação. 

 

� Fármaco usado como controle positivo 

 

• Fenobarbital   

Nome químico (IUPAC): 5-etil-5-fenilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona. 

Empresa: Aventis Pharma, Brasil 

Função: Controle positivo no modelo experimental para avaliação da atividade 

motora (haste girante). 

 

� Antagonistas 

 

• AM251 

Nome químico (IUPAC): 1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-1-piperidinil-1H-

pirazol-3-carboxamida. 

Empresa: Tocris, EUA 

Função: Antagonista de receptores canabinoides CB1. 

• AM630 

Nome químico (IUPAC): 6-iodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil)etil]-1H-indol-3-il](4-

etoxifenil)metanona. 

Empresa: Tocris, EUA 

Função: Antagonista de receptores canabinoides CB2. 

 

 

 



    42 

 

• Naltrexona 

Nome químico (IUPAC): 17-(ciclopropilmetil)-4,5-epoxi-3,14-dihidroximorfinan-6-ona. 

Empresa: Tocris, EUA 

Função: Antagonista não seletivo de receptores opioides. 

• ODQ 

Nome químico (IUPAC): 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona. 

Empresa: Sigma, EUA 

Função: Inibidor da enzima guanilato ciclase. 

 

� Anestésicos 

 

• Cloridrato de xilazina (2%) e cloridrato de cetamin a (10%) 

Empresa: Synthec, Brasil  

Função: Fármacos sedativo/miorrelaxante e anestésico, respectivamente. 

Associação de fármacos usada para a indução de anestesia precedendo a cirurgia 

de constrição do nervo ciático ou a indução de artrite induzida por antígeno. 

 

� Estímulos inflamatórios 

 

• Albumina de soro bovino metilada (mBSA) e adjuvante  completo de 

Freund (CFA) 

Empresa: Sigma, EUA 

Função: Estímulo usado para a indução da inflamação articular no modelo 

experimental de artrite induzida por antígeno. 

• Carragenina λ tipo IV  

Empresa: Sigma, EUA 

Função: Estímulo inflamatório usado para a indução da alodínia mecânica e do 

edema de pata. 

• Formaldeído 37% 

Empresa: Sigma, EUA 

Função: Estímulo nociceptivo. 
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� Veículos  

 

• Carboximetilcelulose (CMC) 

Empresa: Sigma, EUA 

Função: Polímero usado para o preparo das suspensões da talidomida, dos 

análogos ftalímidicos FTD-OH e FTD-NO e do fenobarbital. 

• Cloreto de sódio (NaCl) 0,9 % p/v não injetável  

Empresa: Sanobiol, Brasil  

Função: Veículo usado para o preparo das suspensões de CMC. 

• NaCl 0,9 % p/v injetável  

Empresa: Equiplex, Brasil  

Função: Veículo usado para o preparo das soluções ou suspensões de estímulos 

nociceptivo ou inflamatório. 

• Dimetilsulfóxido (DMSO) 

Empresa: Synthec, Brasil 

Função: Veículo usado para o preparo da solução de ODQ. 

• Cremofor  

Empresa: Sigma, EUA 

Função: Emulsificante usado para o preparo das emulsões de AM251 ou AM630. 

• Álcool etílico 

Empresa: Synthec, Brasil 

Função: Veículo usado para o preparo das emulsões de AM251 ou AM630. 

 

 

4.3 Preparo das soluções, suspensões e emulsões e d oses usadas  

 

� Análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO, talidomida e  fenobarbital 

 

As suspensões de FTD-OH, FTD-NO, talidomida e fenobarbital foram preparadas em 

suspensão de CMC 0,5% p/v em solução de NaCl 0,9% p/v, imediatamente antes de 

cada administração. A administração foi realizada per os (p.o.) em volume de 12 

ml/kg. As doses de talidomida e FTD-OH usadas nos protocolos experimentais foram 

equimolares às doses de 125, 250, 500 ou 750 mg/kg de FTD-NO. A dose do 
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fenobarbital foi 40 mg/kg. 

 

� Estímulos inflamatórios 

 

• Formaldeído 

A solução de formaldeído foi preparada em solução de NaCl 0,9% p/v na 

concentração de 1,84%, imediatamente antes de cada experimento.  

• Carragenina 

As suspensões de carragenina foram preparadas em solução de NaCl 0,9% p/v nas 

concentrações de 0,5, 1,0 e 1,5%. 

• mBSA  

A emulsão de mBSA foi preparada em mistura de CFA e tampão fosfato salina 

(PBS; proporção 1:1) na concentração de 0,25%. As soluções de mBSA 0,1 ou 3% 

foram preparadas em PBS. 

 

� Antagonistas de receptores/canais iônicos e inibido res enzimáticos 

 

• AM251 e AM630  

As emulsões de AM251 e AM630 foram preparadas em cremofor 5% e álcool etílico 

5% acrescentadas em solução de NaCl 0,9% p/v. A administração foi realizada por 

via intraperitoneal (i.p.) em volume de 4 ml/kg. As doses usadas foram 4 e 8 mg/kg. 

A administração ocorreu 30 min antes da administração dos análogos ftalimídicos 

FTD-OH e FTD-NO. 

• Naltrexona 

A solução de naltrexona foi preparada em solução de NaCl 0,9% p/v. A 

administração foi realizada por via i.p. em volume de 4 ml/kg. As doses usadas 

foram 5 e 10 mg/kg. A administração ocorreu 30 min antes da administração dos 

análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO. 

• ODQ 

 A solução de ODQ foi preparada em DMSO 4% acrescentada em solução de NaCl 

0,9% p/v. A administração foi realizada por via i.p. em volume de 4 ml/kg. As doses 

usadas foram 4 e 8 mg/kg. A administração ocorreu 30 min antes da administração 

dos análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO. 
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� Soluções usadas nos ensaios para a determinação da atividade da 

mieloperoxidase (MPO) e das concentrações de TNF- α ou CXCL1 

 

•  Solução de extração de citocinas: 

Reagentes: 2,34 g de NaCl; 50 µl de tween 20; 500 mg de BSA; 4,48 mg de cloreto 

de benzalcônio; 37,2 mg de ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA); 2 µl de 

aprotinina; 1,7 mg de fluoreto de fenilmetilsufonila (dissolvido em 100 µl de DMSO). 

Os reagentes foram dissolvidos em 100 ml de PBS 1.  

• Solução tampão fosfato 1 (PBS  1): 

Reagentes: 8 g de NaCl; 0,2 g de cloreto de potássio (KCl) e 2,89 g de fosfato de 

sódio bibásico dodecahidratado (Na2HPO4.12H2O). Os reagentes foram dissolvidos 

em 1000 ml de água destilada. 

• Solução tampão fostato 2 (PBS 2): 

Reagentes: 7,8 g de fosfato de sódio tribásico (Na3PO4) e 5 g de                                  

brometo de hexa-1,6-bisdeciltrimetilamônio (HETAB). O Na3PO4 foi dissolvido em 

1000 ml de água destilada e o pH ajustado para 5,4. Após essa etapa, foi 

acrescentado o HETAB.     

• Solução tampão fosfato 3 (PBS  3):  

Reagentes: 12 g de NaCl; 0,302 g de KCl; 1,725 g fosfato de sódio monobásico 

(NaH2PO4); 0,306 g fosfato de potássio monobásico (KH2PO4). Os reagentes foram 

dissolvidos em 1500 ml de água destilada e o pH ajustado para 7,4. 

• Solução de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina  (TMB): 

Reagente: 3,845 mg de TMB dissolvido em 1 ml de DMSO. 

• Solução de peróxido de hidrogênio (H 2O2): 

Reagente: H2O2 0,002% em PBS 2. 

• Solução tampão de lavagem:   

Reagente: Tween 20 0,1% em PBS 3.  

• Solução tampão de bloqueio (BSA 1%):  

Reagente: 200 mg de BSA dissolvidos em 20 ml de PBS 3.  

• Solução diluente das amostras (BSA 0,1%):  

Reagente: 40 mg de BSA dissolvidos em 40 ml de PBS 3.  
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•  Solução tampão citrato:  

Reagentes: 13,41 g de NaH2PO4 e 5,19 g de ácido cítrico. Os reagentes foram 

dissolvidos em 1000 ml de água destilada e o pH ajustado para 5,0. 

• Solução do substrato ( ortofenilenodiamina  - OPD):  

Reagentes: 4 mg de ortofenilenodiamina (OPD) e 2 µl de H2O2 30%. Os reagentes 

foram dissolvidos em 10 ml de solução tampão citrato. 

• Solução STOP:  

Reagente: Ácido sulfúrico (H2SO4,1 M)  

 

 

4.4 Resposta nociceptiva induzida por formaldeído 

 

No dia do experimento, os animais foram colocados sob funis de vidro (18 cm de 

diâmetro e 14 cm de altura) cerca de 10 min antes da administração de formaldeído, 

para ambientação (Figura 8) . A divisão dos grupos para posterior tratamento foi feita 

de forma que as massas corporais médias dos diferentes grupos experimentais 

fossem semelhantes. Foram injetados 10 µl da solução de formaldeído por via 

intraplantar (i.pl.) na pata posterior direita dos camundongos. A duração do 

comportamento de lambida após a injeção i.pl. de formaldeído foi determinada nos 

períodos de 0-5 min e de 15-30 min, que correspondem à primeira e à segunda fase 

da resposta nociceptiva, respectivamente. Nesse modelo, o controle da temperatura 

ambiente (27-28 °C) é importante, pois a segunda fase da resposta nociceptiva é 

bastante reduzida quando o experimento é realizado em temperatura inferior a 23 °C 

(Tjolsen et al., 1992). Os resultados foram expressos como a duração do 

comportamento de lambida da pata injetada, durante a primeira e a segunda fase da 

resposta nociceptiva. Os análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO ou a talidomida 

foram administrados 1 h antes da injeção de formaldeído. 
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Figura 8 - Aparato usado para a avaliação da resposta nocice ptiva induzida por formaldeído.  

 

 

4.5 Alodínia mecânica induzida por carragenina  

 

A alodínia mecânica foi avaliada por meio do uso de um analgesímetro digital 

(Modelo EFF 301, Insight Ltda., Ribeirão Preto, Brasil). Esse equipamento é 

composto por um transdutor de força (faixa: 0,1 a 1000 g, ou aproximadamente 0,1 a 

10 N) no qual se acopla uma ponteira de polietileno (0,5 mm de diâmetro) para a 

determinação do limiar de retirada de pata do animal (Figura 9) . Nos quatro dias que 

antecederam os experimentos, os animais foram ambientados durante 1 h por dia 

em compartimentos de acrílico dispostos sobre um suporte que possui como base 

uma tela metálica. No dia de avaliação experimental, o transdutor de força foi 

aplicado perpendicularmente ao centro da superfície plantar da pata posterior direita 

do animal, gradualmente de baixo para cima, e o valor do limiar de retirada da pata 

(expresso em gramas) indicado no visor digital do aparelho foi registrado. Foram 

aplicados cinco estímulos, em intervalos aproximados de 30 s, na pata de cada 

animal e os limiares de retirada registrados. Os limiares extremos foram eliminados e 

a média dos três limiares intermediários foi determinada. A divisão dos grupos para 

posterior tratamento foi feita de forma que os limiares basais médios dos diferentes 

grupos experimentais fossem semelhantes. Para a escolha da concentração ideal da 

suspensão de carragenina nos protocolos experimentais de alodínia mecânica, 

foram injetados 20 µl dessas suspensões (0,5, 1,0 ou 1,5% correspondentes a 100, 
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200 ou 300 µg de carragenina, respectivamente) por via i.pl. na pata posterior direita 

dos camundongos. Os análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO ou a talidomida 

foram administrados 1 h antes da administração de 300 µg de carragenina (20 µl da 

suspensão 1,5%) e os animais foram avaliados em diferentes tempos após a injeção 

do estímulo inflamatório.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Aparato usado para a avaliação da alodínia mecânica . 

 

 

 

4.6 Edema de pata induzido por formaldeído ou carra genina 

 

Para a avaliação do volume de pata, foi usado o pletismômetro (Modelo 7140, Ugo 

Basile, Itália). Esse aparelho contém uma célula cilíndrica para a medida do volume 

de pata, preenchida com uma solução de baixa concentração eletrolítica, conectada 

a outra célula, dentro da qual existe um eletrodo (Figura 10) . Um sistema de vasos 

comunicantes faz com que o deslocamento da solução eletrolítica na célula onde a 

pata do animal é mergulhada resulte em um deslocamento da solução na célula que 

contém o eletrodo. Após ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do 

líquido em volume, que é indicado em um visor digital. Quando a pata do animal é 

introduzida na célula de medida até a articulação tíbio-tarsal, um pedal é 

pressionado pelo experimentador, que fixa, dessa forma, o valor do volume 

observado. A divisão dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que os 

volumes basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes.  
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Os edemas de pata induzidos por formaldeído ou carragenina foram avaliados logo 

após a avaliação do comportamento de lambida de pata ou da alodínia mecânica, 

respectivamente. O edema induzido por formaldeído foi avaliado 0,5, 1,5 e 2,5 h 

após a injeção do estímulo. O edema induzido por carragenina foi avaliado 2, 4, 6 h 

após a injeção do estímulo. As medições foram feitas em triplicata, sendo o 

resultado final obtido pela média dos dois valores mais próximos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Aparato usado para a avaliação do edema de pata. 
 

 

 

4.7  Atividade motora na haste girante 

 

A atividade motora foi avaliada na haste girante (2,3 cm de diâmetro, 14 rpm; Figura 

11), de acordo com o procedimento proposto por Vaz et al. (1996), que representa 

uma modificação daquele originalmente descrito por Dunham & Miya (1957). Nos 

três dias que antecederam os experimentos, os animais foram treinados no aparato 

durante 120 s. No dia do experimento, os animais foram colocados sobre a haste e 

o tempo basal de permanência foi determinado. O tempo de corte foi de 120 s. A 

divisão dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que os tempos basais 

médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. Os análogos 

ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO, a talidomida ou o controle positivo fenobarbital 

foram administrados 1 h antes da avaliação da atividade motora. 



    50 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 11- Aparato usado para a avaliação da atividade motora.  

 
 

 

4.8 Alodínia mecânica induzida pela constrição do n ervo ciático 

 

O procedimento cirúrgico de constrição do nervo ciático em ratos foi baseado na 

técnica descrita por Bennett e Xie (1988), com pequenas modificações propostas por 

Motta et al. (2011). A constrição do nervo ciático de camundongos foi realizada de 

maneira semelhante, com poucas modificações. Os animais foram anestesiados 

com uma associação de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), administrada 

por via i.p. Após uma incisão na região do bíceps femoral, previamente tricotomizada 

e higienizada com iodopolividona 10% m/v, uma porção do nervo ciático foi exposta. 

Foram feitas três ligaduras com fio categute cromado número 5.0, com espaço de 

aproximadamente 1 mm entre elas (Figura 12) . A força de constrição foi exercida de 

forma a não impedir a circulação sanguínea pela vasculatura superficial epineural. 

Um grupo controle foi composto por animais submetidos a uma falsa cirurgia, na 

qual o nervo foi visualizado, mas não constringido (falso-operados). O curso 

temporal da alodínia mecânica após a constrição de nervo ciático foi avaliado por 

meio do analgesímetro digital.  Esse equipamento é composto por um transdutor de 

força (faixa: 0,1 a 1000 g, ou aproximadamente 0,1 a 10 N) no qual se acopla uma 

ponteira de polietileno (0,5 mm de diâmetro) para a determinação do limiar de 

retirada de pata do animal (Figura 9) . Os análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO 

ou a talidomida foram administrados 1 h antes das avaliações da alodínia mecânica, 

21 dias após a cirurgia.  
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Figura 12 - Constrição do nervo ciático.  

 

 

4.9 Artrite induzida por antígeno (mBSA e CFA)  

 

No primeiro dia, os camundongos foram sensibilizados com o antígeno mBSA.  

Foram injetados 200 μl (500 µg de mBSA) da emulsão mBSA em mistura de CFA e 

PBS 0,25% pela via intradérmica na base da cauda dos camundongos. No 15° dia, 

os análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO ou a talidomida foram administrados 

p.o.  Após 1 h, foram injetados 10 μl (10 µg de mBSA) da emulsão mBSA em PBS 

0,1% pela via intra-articular (articulação fêmur-tibial do joelho direito) em cada 

camundongo. No 16° dia, a alodínia mecânica foi avaliada por meio do uso de um 

analgesímetro digital (Figura 9) . Esse equipamento é composto por um transdutor 

de força (faixa: 0,1 a 1000 g, ou aproximadamente 0,1 a 10 N) no qual se acopla 

uma ponteira de polietileno (4,15 mm de diâmetro) para a determinação do limiar do 

movimento articular da pata do animal (Coelho et al., 2008; Guerrero et al., 2006). 

Após a determinação da alodínia mecânica, os camundongos foram submetidos à 

eutanásia (deslocamento cervical). Em seguida, a cavidade articular foi lavada duas 

vezes com 5 μl (2 x 5 μl = 10 μl) de mBSA 3%. O volume retirado foi de 5 μl em cada 

lavagem, totalizando 10 μl, que foi acrescentada em 90 μl de mBSA 3%. O lavado 

articular obtido foi utilizado para a contagem total e diferencial de leucócitos. O 

tecido periarticular foi removido e armazenado a -70 ºC para a determinação da 

atividade da MPO e das concentrações de TNF-α ou CXCL1. 
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4.10 Contagem total e diferencial dos leucócitos no  lavado articular 

 

Para a determinação do número total de leucócitos, uma alíquota de 20 μl do lavado 

articular foi diluída três vezes em solução de lise de hemácias Turk e a contagem foi 

feita em câmara de Neubauer. A partir da alíquota remanescente (80 μl) do lavado 

articular, foram acrescentados 50 μl de mBSA 3% e citocentrifugação para 

confeccionar as lâminas da contagem diferencial. As lâminas foram coradas em 

corante panótico (Laborclin®, Paraná) e a contagem diferencial de células 

(mononucleares e neutrófilos) foi feita em microscópio óptico em aumento de 100 

vezes. Foram contadas 100 células por meio de um contador diferencial mecânico 

(Benfer®, São Paulo). A porcentagem dos tipos celulares investigados foi baseada 

na contagem total por meio de uma regra de três simples. O número de células foi 

determinado considerando o valor obtido multiplicado pela diluição e pelo fator de 

correção da câmara de Neubauer. Os resultados foram expressos como número de 

neutrófilos ou mononucleares x 103/cavidade articular.  

 

 

4.11 Atividade da MPO e concentrações do TNF- α ou da CXCL1 

 

• Preparo das amostras 

A atividade da MPO correlaciona-se com o recrutamento de neutrófilos nos tecidos 

em condições inflamatórias aguda e crônica. Os materiais usados para a análise 

foram o tecido da pata direita posterior, coletado 4 h após administração i.pl. de 

carragenina, e o tecido periarticular, coletado 24 h após a administração intra-

articular de mBSA. Os análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO ou a talidomida 

foram administrados p.o., 1 h antes da injeção dos estímulos inflamatórios.   

 

Os tecidos foram coletados, suas massas determinadas e armazenados a -70 °C. 

Posteriormente, os tecidos foram descongelados e processados em 

homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) 

com o acréscimo da solução de extração de citocinas. Para cada 100 mg de tecido 

foi usado 1 ml dessa solução. O homogeneizado foi centrifugado por 10 min a 

10.000 rpm em temperatura de 4 °C. O sobrenadante resultante foi recolhido para a 
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determinação das concentrações do TNF-α e da CXCL1. O sedimento do 

homogeneizado foi usado para a determinação da atividade da MPO. 

 

 

• Atividade da MPO 

Ao sedimento resultante, foi adicionado 1,9 ml da solução de tampão fosfato 2 (PBS 

2) para cada 100 mg de tecido. Uma nova homogeneização foi realizada e o 

homogenato foi armazenado a -70 °C até a realização do ensaio. Os homogenatos 

foram inicialmente descongelados em temperatura ambiente e novamente 

congelados em nitrogênio líquido. Em seguida, foram descongelados em água 

corrente. Os congelamentos e descongelamentos foram repetidos por três vezes. 

Após esses ciclos, os homogenatos foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm a 

4 °C e os sobrenadantes obtidos foram diluídos (1:3) em PBS 2. O ensaio foi 

realizado em placa de microtitulação de 96 poços. Nos primeiros dois poços, foram 

adicionados 25 μl de PBS 2 (branco). Nos outros poços, foram adicionados, em 

duplicata, 25 μl dos sobrenadantes diluídos.  

 

Após o preenchimento da placa com todas as amostras, foram adicionados 25 μl da 

solução de 3,3’,5,5',-tetrametilbenzidina (TMB) em cada poço e a placa foi incubada 

a 37 ºC por 5 min. Após esse intervalo, foram adicionados 100 μl da solução de 

H2O2 em cada poço e a placa foi incubada novamente a 37 ºC por 5 min. Para 

finalizar, foram adicionados 100 μl de H2SO4 em cada poço. A atividade da MPO foi 

calculada de acordo com a alteração da densidade óptica (D.O.), avaliada em leitor 

de ELISA, usando comprimento de onda de 450 nm. Os valores obtidos foram 

normalizados em função de uma curva padrão de neutrófilos versus D.O., 

previamente preparada, e os resultados foram expressos em unidades relativas. 

 

• Concentrações do TNF- α e da CXCL1  

Os sobrenadantes resultantes da homogeneização e da centrifugação das amostras 

foram recolhidos e armazenados a -70 °C. As concentrações do TNF-α e da CXCL1 

foram determinadas de acordo com as instruções do fabricante R&D Systems. O 

ensaio foi realizado em placa de microtitulação de 96 poços. O anticorpo de captura 

foi diluído em solução tampão fosfato 3 (PBS 3) e foram adicionados 100 µl dessa 

solução em cada poço. A placa foi mantida na geladeira (4 °C) durante 12 h.  
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Após esse período, a placa foi lavada com tampão de lavagem e bloqueada com 

tampão de bloqueio (BSA 1%). Após 1 h, a placa foi lavada novamente e foram 

adicionados 100 µl do TNF-α ou da CXCL1 (duplicata), em diluição seriada, 

correspondentes à curva-padrão, nas duas primeiras colunas da placa. Nos outros 

poços, foram adicionados 100 µl dos sobrenadantes diluídos (1:3) em BSA 0,1% e 

nos últimos dois poços, foram adicionados 100 μl de PBS 3 (branco). A placa foi 

mantida na geladeira (4 °C) durante 12 h.  

 

Em seguida, a placa foi lavada e foram adicionados 100 µl do anticorpo de detecção 

em cada poço e, durante 2 h, a placa foi mantida no agitador para microplaca de 

ELISA. Após esse período, a placa foi lavada e foram adicionados 100 µl do 

revelador estreptavidina em cada poço e, durante 20 min, a placa foi mantida 

novamente no agitador. Por último, foram adicionados 100 µl da solução do 

substrato (OPD) em cada poço. A reação foi monitorada de acordo com o 

aparecimento de coloração amarelada (5 a 15 min) e foi interrompida com a adição 

de 50 µl de H2SO4. A leitura foi feita no leitor de ELISA, usando comprimento de 

onda de 490 nm. Os resultados foram expressos em quantidade do TNF-α ou da 

CXCL1 presente no tecido (pg/100 mg de tecido). 

 

 

4.12 Concentração de nitrito (NO 2-) 

 

Após 1 h da administração dos análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO, da 

talidomida ou do veículo, os camundongos foram anestesiados com uma associação 

em dose fixa de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via i.p. Em seguida, 

o sangue de cada animal foi coletado pela artéria abdominal em tubos 

heparinizados.  O plasma de cada amostra foi obtido após a centrifugação por 10 

min a 10.000 rpm a 4 °C e armazenado a -70 °C até o momento da análise. O 

procedimento para o determinação da concentração de nitrito foi baseado na reação 

de Griess (sulfanilamida 1%; N-1-naftil-etil-enediamina 0,1%; ácido fosfórico 2,5%) 

(Sun et al., 2003).   

O ensaio foi realizado em placa de microtitulação de 96 poços. Nos primeiros poços, 

foram adicionados, em duplicata, 100 μl de BSA 8% acrescentadas em 100 µl do 
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reagente de Griess (branco 1) e 100 μl do plasma branco acrescentadas em 100 μl 

do reagente de Griess (branco 2). Nos outros poços, foram adicionados, em 

duplicata, 100 μl das amostras de plasma acrescentadas em 100 μl do reagente de 

Griess. A placa foi incubada em temperatura ambiente por 10 min, protegida da luz. 

A leitura foi feita no leitor de ELISA, usando comprimento de onda de 540 nm. Os 

valores obtidos foram expressos em µM de nitrito em função de uma curva padrão 

de nitrito de sódio (NaNO2) previamente preparada. 

 

 

4.13 Análise estatística 

 

Análise de variância em duas vias, seguida do teste Bonferroni, foi usada para 

avaliar os resultados na forma de curso temporal. Quando apropriado, análise de 

variância de uma via foi usada, seguida do teste Newmann-Keuls. Valores de P 

menores que 0,05 foram considerados significativos em comparações entre médias. 

O programa GraphPad Prism®5.0 (San Diego, CA, USA) foi usado para tais 

análises.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anál ogos FTD-OH e FTD-NO 

sobre a resposta nociceptiva induzida por formaldeí do  

 

A injeção i.pl. de formaldeído induziu resposta nociceptiva caracterizada por lambida 

e flexão da pata injetada, bem como comportamento nocifensivo evidenciado pela 

manutenção da pata injetada fora de contato com a superfície. As durações do 

comportamento de lambida, o parâmetro avaliado como resposta nociceptiva, nas 

primeira (0-5 min) e segunda (15-30 min) fases foram 50 e 160 s, respectivamente. 

A talidomida, nas doses de 500 ou 750 mg/kg, inibiu a primeira fase da resposta 

nociceptiva. A segunda fase dessa resposta foi inibida apenas pela maior dose 

(Figura 13) .  Os análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO também inibiram a 

resposta nociceptiva. As doses de 500 ou 750 mg/kg inibiram as duas fases da 

resposta nociceptiva induzida por formaldeído (Figuras 14 e 15) . 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13  - Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 o u 750 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
comportamento de lambida induzido por formaldeído. V = veículo. * indica diferença 
estatisticamente significativa em relação ao grupo tratado com veículo (p<0,05), n=8. 
 
 
 
 

V    125   250    500   750V    125   250    500   750
TalidomidaTalidomida

1ª fase 2ª fase

*

**

50

100

150

200

C
om

po
rt

am
en

to
 d

e 
la

m
bi

da
 (

s)



    57 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14  - Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
comportamento de lambida induzido por formaldeído. V = veículo. ** e *** indicam diferenças 
estatisticamente significativas em relação ao grupo  tratado com veículo (p<0,01 e p<0,001, 
respectivamente), n=8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15  - Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
comportamento de lambida induzido por formaldeído. V = veículo. *, ** e *** indicam diferenças 
estatisticamente significativas em relação ao grupo  tratado com veículo (p<0,05, p<0,01 e 
p<0,001, respectivamente), n=8. 
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5.2 Alodínia mecânica e edema de pata induzidos por  carragenina 

 

Inicialmente, com o objetivo de determinar a dose de carragenina a ser usada em 

experimentos posteriores, foram avaliados a alodínia mecânica e o edema de pata 

induzidos pela injeção i.pl. de diferentes doses desse estímulo inflamatório. A 

redução do limiar nociceptivo, caracterizando a alodínia mecânica, foi induzida por 

carragenina. As doses de 100, 200 ou 300 µg diminuíram o limiar nociceptivo, em 

extensões muito semelhantes (Figura 16A) . Entretanto, a carragenina induziu 

edema de pata de forma dose-dependente (Figura 16B) . A dose de 300 µg de 

carragenina, que induziu alodínia marcante e edema de maior magnitude e mais 

duradouro, foi usada em experimentos posteriores nos quais foram investigados os 

efeitos induzidos pela talidomida e pelos análogos ftalimídicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16 – Alodínia mecânica (A) ou edema de pata (B) induzi do por carragenina (100, 200 
ou 300 µg/pata). Cursos temporais (A e B) e áreas s ob a curva (A.1 e B.1) da alodínia mecânica 
e do edema de pata. *, ** e *** indicam diferenças estatisticamente significativas em relação ao 
grupo salina (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivam ente), n=8. 
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5.3 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anál ogos FTD-OH e FTD-NO 

sobre a alodínia mecânica induzida por carragenina 

 

A talidomida, nas doses de 500 ou 750 mg/kg, inibiu a alodínia mecânica induzida 

pela carragenina nas avaliações realizadas na 2ª, na 4ª e na 6ª hora (Figura 17) . 

Em relação aos análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO, apenas a maior dose 

(750 mg/kg) inibiu a alodínia mecânica, sendo que essa inibição foi observada na 2ª 

e na 4ª hora após a injeção de carragenina (Figura 18 e 19) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 17  - Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 o u 750 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre a 
alodínia mecânica induzida por carragenina. (A) Cur so temporal e (B) área sob a curva da 
alodínia mecânica. V = veículo. * e ** indicam dife renças estatisticamente significativas em 
relação ao grupo tratado com veículo (p<0,05 e p<0, 01, respectivamente), n=8. 
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Figura 18  - Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre a 
alodínia mecânica induzida por carragenina. (A) Cur so temporal e (B) área sob a curva da 
alodínia mecânica. V = veículo. * e ** indicam dife rença estatisticamente significativa em 
relação ao grupo tratado com veículo (p<0,05 e p<0, 01, respectivamente), n=8. 
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Figura 19  - Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre a 
alodínia mecânica induzida por carragenina. (A) Cur so temporal e (B) área sob a curva da 
alodínia mecânica. V = veículo. * e ** indicam dife rença estatisticamente significativa em 
relação ao grupo tratado com veículo (p<0,05 e p<0, 01, respectivamente), n=8. 
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5.4 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anál ogos FTD-OH e FTD-NO 

sobre a atividade motora dos animais avaliada na ha ste girante 

 

Com o objetivo de validar os resultados obtidos nos protocolos de nocicepção, 

foram avaliados os efeitos induzidos pela talidomida ou pelos análogos ftalimídicos 

sobre a atividade motora dos animais. A talidomida e o FTD-NO não alteraram o 

tempo de permanência dos animais na haste girante. Entretanto, esse tempo foi 

reduzido pela maior dose (750 mg/kg) do FTD-OH e pelo fenobarbital (40 mg/kg), 

usado como controle positivo nesse protocolo (Tabela 1) . Assim, em relação ao 

FTD-OH só podem ser considerados efeitos antinociceptivos genuínos aqueles 

induzidos pelas doses de 500 mg/kg ou inferiores.  

 
 
 
 
Tabela 1 - Efeitos induzidos pela talidomida, pelos análogos F TD-OH e FTD-NO (500 ou 750 
mg/kg, p.o., -1 h) ou pelo fenobarbital (40 mg/kg, p.o., -1 h) sobre o tempo de permanência dos 
camundongos na haste girante.  V = veículo.  

Tratamento                              Tempo de permanência (s) 
 

                   Basal                                        Após 1 h 
 

Veículo  120±0 120±0 

Talidomida 500 
 
Talidomida 750 

120±0 
 

119±1 

119±1 
 

117±2 
 

FTD-OH 500 
 
FTD-OH 750 

120±0 
 

120±0 

115±3 
 

45±9 a 

 
FTD-NO 500 
 
FTD-NO 750 

119±1 
 

120±0 

117±2 
 

112±8 
 

Fenobarbital 40 119±1 17±3 a 

a indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo tratado com veículo 
(p<0,001), n = 8. 
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5.5 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anál ogos FTD-OH e FTD-NO 

sobre o edema induzido por formaldeído ou carrageni na 

 

Os efeitos induzidos pela talidomida ou pelos análogos ftalimídicos sobre o edema 

induzido por formaldeído ou carragenina foram avaliados logo após a avaliação dos 

efeitos induzidos por essas substâncias sobre a resposta nociceptiva induzida por 

esses estímulos inflamatórios. Os análogos ftalimídicos (Figuras 21 e 22) , mas não 

a talidomida (Figura 20) , inibiram o edema de pata induzido por formaldeído.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 20  - Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 o u 750 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
edema de pata induzido por formaldeído. (A) Curso t emporal e (B) área sob a curva do edema 
de pata. V = veículo, n=8. 

30

45

60

75 Veículo
Talidomida 125
Talidomida 250
Talidomida 500
Talidomida 750

0,5 1,5 2,5

Tempo após administração de formaldeído (h)

A

∆ 
V

ol
um

e 
de

 p
at

a 
( µ

l)

   V                 125              250              500               750

Talidomida

50

50

100

B

Á
re

a 
so

b 
a 

cu
rv

a



    64 

 

A inibição do edema pelo FTD-OH foi observada 0,5 hora (doses de 500 e 750 

mg/kg) e 1,5 hora (todas as doses), mas não 2,5 horas (Figura 21) .  A inibição do 

edema pelo FTD-NO também foi observada 0,5 hora (todas as doses) e 1,5 hora 

(dose de 750 mg/kg), mas não 2,5 horas (Figura 22) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21  - Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
edema de pata induzido por formaldeído. (A) Curso t emporal e (B) área sob a curva do edema 
de pata. V = veículo.  * e ** indicam diferença est atisticamente significativa em relação ao 
grupo tratado com veículo (p<0,05 e p<0,01, respect ivamente), n=8. 
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Figura 22  - Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
edema de pata induzido por formaldeído. (A) Curso t emporal e (B) área sob a curva do edema 
de pata. V = veículo. *, ** e *** indicam diferença  estatisticamente significativa em relação ao 
grupo tratado com veículo (p<0,05, p<0,01 e p<0,001 , respectivamente), n=8. 
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De forma semelhante ao que foi observado no modelo de edema de pata induzido 

por formaldeído, os análogos ftalimídicos (Figuras 24 e 25) , mas não a talidomida 

(Figura 23) , inibiram o edema de pata induzido por carragenina.  A inibição do 

edema pelo FTD-OH ocorreu na 4ª e na 6ª hora (doses de 500 e 750 mg/kg) 

(Figura 24) .  A inibição do edema pelo FTD-NO foi observada na 2ª hora (todas as 

doses), na 4ª hora (doses de 250, 500 e 750 mg/kg) e na 6ª hora (doses de 500 e 

750 mg/kg) (Figura 25) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23  - Efeito induzido pela talidomida (125, 250, 500 o u 750 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
edema de pata induzido por carragenina. (A) Curso t emporal e (B) área sob a curva do edema 
de pata. V = veículo, n=8.  
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Figura 24  - Efeito induzido pelo FTD-OH (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
edema de pata induzido por carragenina. (A) Curso t emporal e (B) área sob a curva do edema 
de pata. V = veículo.  ** e *** indicam diferença e statisticamente significativa em relação ao 
grupo tratado com veículo (p<0,01 e p<0,001, respec tivamente), n=8. 
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Figura 25  - Efeito induzido pelo FTD-NO (125, 250, 500 ou 75 0 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o 
edema de pata induzido por carragenina. (A) Curso t emporal e (B) área sob a curva do edema 
de pata. V = veículo. *, ** e *** indicam diferença  estatisticamente significativa em relação ao 
grupo tratado com veículo (p<0,05, p<0,01 e p<0,001 , respectivamente), n=8. 
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5.6 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anál ogos FTD-OH e FTD-NO 

sobre a atividade de MPO e a produção de citocinas na pata de animais 

injetados com carragenina  

 

Quatro horas após a injeção i.pl. de carragenina (300 µg), houve um aumento da 

atividade da MPO e das concentrações do TNF-α e da CXCL1 na pata dos animais. 

O tratamento prévio (-1 h) dos animais com talidomida (250 ou 500 mg/kg) não 

alterou o efeito induzido pela carragenina sobre esses parâmetros (Figura 26) . Em 

relação aos análogos ftalimídicos, ambas as doses de FTD-OH não alteraram as 

concentrações de TNF-α e CXCL1 na pata dos animais injetados com carragenina. 

Apenas a maior dose (500 mg/kg) desse análogo reduziu a atividade da MPO. Por 

outro lado, o análogo ftalimídico FTD-NO apresentou atividade mais marcante, uma 

vez que a maior dose (500 mg/kg) reduziu a atividade da MPO e as duas doses (250 

ou 500 mg/kg) reduziram as concentrações de TNF-α e CXCL1 na pata dos animais 

injetados com carragenina (Figura 26) . 
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Figura 26 - Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos análogos  FTD-OH e FTD-NO (250 ou 
500 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre a atividade de MPO (A) e as concentr ações de TNF- α (B) e CXCL1 
(C) na pata de animais injetados com carragenina. V  = veículo. * e *** indicam diferenças 
estatisticamente significativas em relação ao grupo  tratado com veículo (p<0,05 e p<0,001, 
respectivamente). # indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 
controle (p<0,001), n=8. 

***
***

#

Controle

FTD-OH FTD-NO

500

1000

1500
B

Talidomida

Carragenina (4 h)

            V        250       500        250       500        250        500

TN
F-

α
 (

pg
/1

00
 m

g 
de

 te
ci

do
)

#

*** ***

Controle

1000

2000

3000

Carragenina (4 h)

500

1500

2500

C

FTD-NOFTD-OHTalidomida

            V        250       500        250       500        250        500

C
X

C
L1

 (
pg

/1
00

 m
g 

de
 t

ec
id

o)

* *

#

Controle

FTD-OH

Carragenina (4 h)

0,1

0,2

0,3
A

FTD-NOTalidomida

            V        250       500        250       500        250        500

M
P

O
 -

 u
ni

da
de

 r
el

at
iv

a



    71 

 

5.7 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anál ogos FTD-OH e FTD-NO 

sobre a migração celular, a produção de citocinas e  a alodínia mecânica em 

modelo de artrite induzida por antígeno (mBSA)  

 

A injeção intra-articular de mBSA nos camundongos previamente sensibilizados com 

esse antígeno induziu um aumento do número de neutrófilos e mononucleares no 

lavado obtido da cavidade articular e da atividade da MPO no tecido periarticular 

avaliados 24 h após. A injeção intra-articular desse antígeno também induziu 

aumento das concentrações de CXCL1 e TNF-α no tecido periarticular e alodínia 

mecânica.  O tratamento dos animais com talidomida (500 mg/kg), administrada 1 h 

antes da injeção intra-articular de mBSA, embora tenha atenuado a alodínia 

mecânica (Figura 29) , não alterou  a migração celular e a produção de citocinas 

(Figuras 27 e 28) . Os análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg), por sua 

vez, apresentaram atividade mais marcante do que a talidomida nesse modelo 

experimental, pois inibiram a migração celular, a produção de citocinas e a alodínia 

mecânica induzidas pela mBSA (Figuras 27, 28 e 29) . 
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Figura 27  – Efeito induzido pela talidomida ou pelos análogo s FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg, 
p.o., 1 h antes da injeção intra-articular de mBSA) sob re o número total de células (A), 
neutrófilos (B) e mononucleares (C) no lavado obtid o da cavidade articular e sobre a atividade 
de MPO no tecido periarticular (D) avaliados 24 h a pós a injeção intra-articular de mBSA. * e ** 
indicam diferenças estatisticamente significativas em relação ao grupo tratado com veículo 
(p<0,05). # indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (p<0,01), 
n=6. 
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Figura 28  – Efeito induzido pela talidomida ou pelos análogo s FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg, 
p.o., 1 h antes da injeção intra-articular de mBSA) sob re as  concentrações de  TNF- α (A) ou 
CXCL1 (B) no tecido periarticular avaliadas 24 h ap ós a injeção intra-articular de mBSA. *, ** e 
*** indicam diferenças estatisticamente significati vas em relação ao grupo tratado com veículo 
(p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). # indica diferença estatisticamente significativa 
em relação ao grupo controle (p<0,01), n=6. 
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Figura 29  – Efeito induzido pela talidomida ou pelos análogo s FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg, 
p.o., 1 h antes da injeção intra-articular de mBSA) sob re a alodínia mecânica avaliada 24 h 
após a injeção intra-articular de mBSA. * e ** indi cam diferenças estatisticamente significativas 
em relação ao grupo tratado com veículo (p<0,05 e p <0,01, respectivamente). # indica diferença 
estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (p<0,01), n=6. 
 
 
 
 
5.8 Efeito induzido pela talidomida ou pelos análog os FTD-OH e FTD-NO sobre 

a alodínia mecânica induzida por constrição no nerv o ciático 

 

Inicialmente, foi avaliado o curso temporal do desenvolvimento da alodínia mecânica 

após a constrição de nervo ciático em camundongos. A redução do limiar para 

retirada da pata após a estimulação mecânica tornou-se estatisticamente 

significativa no 6º dia após a cirurgia, caracterizando a alodínia mecânica. A 

magnitude da alodínia mecânica se elevou até o 12º dia e, a partir desse momento, 

manteve-se estável até o 21º dia. Não houve alteração do limiar para retirada da 

pata após a estimulação mecânica nos animais falso-operados (Figura 30) . 

 

No 21° dia após a cirurgia, a talidomida ou os análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-

NO foram administrados nos camundongos falso-operados e nos camundongos 

submetidos à constrição do nervo ciático. Nos animais falso-operados, os 

tratamentos com a talidomida ou com os análogos ftalimídicos (500 mg/kg) não 

alteraram o limiar de retirada da pata após a estimulação mecânica. Por outro lado, 

nos animais que foram submetidos à constrição do nervo ciático e que 

apresentavam alodínia mecânica, os tratamentos com talidomida ou com os 
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análogos ftalimídicos (500 mg/kg) induziram efeito antialodínico 1 e 3 horas após. Na 

avaliação do limiar de retirada da pata ocorrido na 5ª hora, apenas a talidomida 

induziu efeito antialodínico, enquanto na avaliação ocorrida na 7ª hora, nenhuma 

substância induziu efeito (Figura 31) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30 -  Alodínia mecânica induzida pela constrição do nerv o ciático. *** indica diferença 
estatisticamente significativa em relação ao grupo falso-operado (p<0,001), n=7. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31-  Efeito induzido pela talidomida ou pelos análogos FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg, 
p.o., -1 h) sobre a alodínia mecânica induzida pela con strição do nervo ciático. ** e *** indicam 
diferença estatisticamente significativa em relação  ao grupo tratado com veículo (p<0,01 e 
p<0,001, respectivamente), n=7. 
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5.9 Efeitos induzidos pela talidomida ou pelos anál ogos FTD-OH ou FTD-NO 

sobre as concentrações plasmáticas de nitrito 

 

Em animais não submetidos a qualquer tratamento, a concentração plasmática de 

nitrito foi aproximadamente de 6 µM. A administração p.o. do análogo FTD-NO, mas 

não de veículo, talidomida ou FTD-OH, elevou de forma significativa a concentração 

plasmática de nitrito, avaliada 1 h após (Figura 32) . 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32 – Efeitos induzidos pela talidomida ou pe los análogos FTD-OH e FTD-NO (500 mg/kg, 
p.o., -1 h) sobre a concentração plasmática de nitrito.  *** indica diferença estatisticamente 
significativa em relação ao grupo tratado com veícu lo, n=7.  
 
 
 
 
� Avaliação dos mecanismos de ação envolvidos nos efe itos antinociceptivo e 

antiedematogênico induzidos pelos análogos FTD-OH e  FTD-NO 

 

Após a demonstração dos efeitos antinociceptivo e antiedematogênico induzidos 

pelos análogos FTD-OH e FTD-NO, foi avaliado se esses efeitos poderiam ser 

mediados pelos sistemas canabinoidérgico, opioidérgico ou pela ativação da via da 

guanilato ciclase-GMPc. 
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5.10 Efeitos induzidos pelos antagonistas canabinoi des AM251 e AM630 sobre 

as atividades antinociceptiva e antiedematogênica d os análogos FTD-OH e 

FTD-NO nos modelos de resposta nociceptiva e edema de pata induzidos por 

formaldeído 

 

 

 

A administração prévia (-1 h) de FTD-OH ou FTD-NO (500 mg/kg, p.o.) inibiu a 

primeira e a segunda fase da resposta nociceptiva induzida pelo formaldeído. A 

administração de AM251 ou AM630 (4 ou 8 mg/kg, i.p.), 30 min antes da 

administração p.o. de FTD-OH ou FTD-NO, não alterou a atividade antinociceptiva 

de ambos os análogos ftalimídicos. Tanto o AM251 como o AM630 (8 mg/kg, i.p.), 

administrados 1,5 h antes da injeção i.pl. de formaldeído, não alteraram per se a 

resposta nociceptiva induzida por esse estímulo (Figuras 33A, 34A, 35A e 36A) . 

 

A injeção i.pl. de formaldeído também induziu edema de pata, avaliado 0,5, 1,5 e 2,5 

h após. A administração prévia (-1 h) de FTD-OH ou FTD-NO (500 mg/kg, p.o.) inibiu 

o edema de pata induzido pelo formaldeído. A administração i.p. de AM251 (8 

mg/kg), mas não de AM630, 30 min antes da administração p.o. de FTD-OH ou FTD-

NO, atenuou a atividade antiedematogênica de ambos os análogos ftalimídicos. 

Tanto o AM251 como o AM630 (8 mg/kg, i.p.), administrados 1,5 h antes da injeção 

i.pl. de formaldeído, não alteraram per se o edema  de pata induzido por esse 

estímulo (Figuras 33B, 34B, 35B e 36B) . 
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Figura 33 -  Efeito induzido pelo AM251 (A4 ou A8; 4 ou 8 mg/kg , i.p. - 1,5 h) sobre as 
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD-OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído. V1 = veículo     
(Cremofor 5%, álcool 5%, salina 90%); V2 = veículo (CMC 0,5%). *, ** e *** indicam diferenças 
estatisticamente significativas em relação ao grupo  tratado com V1+V2 (p<0,05, p<0,01 e 
p<0,001, respectivamente). # indica diferença estatisticamente significativa em relação ao 
grupo tratado com V1+FTD-OH (p<0,05), n=8. 
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Figura 34 -  Efeito induzido pelo AM251 (A4 ou A8; 4 ou 8 mg/kg , i.p. - 1,5 h) sobre as 
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD-NO (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído. V1 = veículo     
(Cremofor 5%, álcool 5%, salina 90%); V2 = veículo (CMC 0,5%). *, ** e *** indicam diferenças 
estatisticamente significativas em relação ao grupo  tratado com V1+V2 (p<0,05, p<0,01 e 
p<0,001, respectivamente). # indica diferença estatisticamente significativa em relação ao 
grupo tratado com V1+FTD-NO (p<0,05), n=8. 
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Figura 35 -  Efeito induzido pelo AM630 (B4 ou B8; 4 ou 8 mg/kg , i.p. - 1,5 h) sobre as 
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD-OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído. V1 = veículo     
(Cremofor 5%, álcool 5%, salina 90%); V2 = veículo (CMC 0,5%). *, ** e *** indicam diferenças 
estatisticamente significativas em relação ao grupo  tratado com V1+V2 (p<0,05, p<0,01 e 
p<0,001, respectivamente), n=8.  
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Figura 36 -  Efeito induzido pelo AM630 (B4 ou B8; 4 ou 8 mg/kg , i.p. - 1,5 h) sobre as 
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD-NO (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído. V1 = veículo     
(Cremofor 5%, álcool 5%, salina 90%); V2 = veículo (CMC 0,5%). * e *** indicam diferenças 
estatisticamente significativas em relação ao grupo  tratado com V1+V2 (p<0,05 e p<0,001, 
respectivamente), n=8. 
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5.11 Efeito induzido pela naltrexona sobre as ativi dades antinociceptiva e 

antiedematogênica dos análogos FTD-OH e FTD-NO nos modelos de resposta 

nociceptiva e edema de pata induzidos por formaldeí do 

 

 

 

 

 

A administração de naltrexona (5 ou 10 mg/kg, i.p.), 30 min antes da administração 

p.o. de FTD-OH ou FTD-NO, não alterou a atividade antinociceptiva de ambos os 

análogos ftalimídicos (Figuras 37A e 38A) . Por outro lado, a atividade 

antiedematogênica do FTD-NO (Figura 38B) , mas não do FTD-OH (Figura 37B) , foi 

reduzida de forma estatisticamente significativa pelo tratamento prévio com a maior 

dose (10 mg/kg) de naltrexona demonstrada apenas na avaliação feita 0,5 hora após 

a injeção de formaldeído. Naltrexona (10 mg/kg, i.p.), administrado 1,5 hora antes da 

injeção i.pl. de formaldeído, não alterou per se a resposta nociceptiva e o edema de 

pata induzidos por esse estímulo. 
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Figura 37 -  Efeito induzido pela naltrexona (N5 ou N10; 5 ou 1 0 mg/kg, i.p. - 1,5 h) sobre as 
atividades antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD-OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos 
modelos de resposta nociceptiva e edema de pata ind uzidos por formaldeído. V1 = veículo 
(Salina); V2 = veículo (CMC 0,5%). *, ** e *** indi cam diferenças estatisticamente significativas 
em relação ao grupo tratado com V1+V2 (p<0,05, p<0, 01 e p<0,001, respectivamente), n=8. 
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Figura 38 -  Efeito induzido pela naltrexona (N5 ou N10; 5 ou 1 0 mg/kg, i.p. - 1,5 h) sobre 
sobre as atividades antinociceptiva (A) e antiedema togênica (B) do FTD-NO (500 mg/kg, p.o., - 
1 h) nos modelos de resposta nociceptiva e edema de  pata induzidos por formaldeído. V1 = 
veículo (Salina); V2 = veículo (CMC 0,5%). * e *** indicam diferenças estatisticamente 
significativas em relação ao grupo tratado com V1+V 2 (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). # 

indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo tratado com V1+X-NO 
(p<0,05), n=8. 
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5.12 Efeito induzido pelo ODQ sobre as atividades a ntinociceptiva e 

antiedematogênica dos análogos FTD-OH e FTD-NO nos modelos de resposta 

nociceptiva e edema de pata induzidos por formaldeí do 

 

 

 

 

 

A administração de ODQ (4 ou 8 mg/kg, i.p.), 30 min antes da administração p.o. de 

FTD-OH ou FTD-NO, não alterou a atividade antinociceptiva desses análogos 

(Figuras 39A e 40A) . Entretanto, a atividade antiedematogênica dos dois análogos 

foi atenuada pela maior dose (8 mg/kg) de ODQ (Figuras 39B e 40B) . ODQ (8 

mg/kg, i.p.), administrado 1,5 h antes da injeção i.pl. de formaldeído, não alterou per 

se a resposta nociceptiva e o edema de pata induzidos por esse estímulo. 
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Figura 39 - Efeito induzido pelo ODQ (O4 ou O8; 4 o u 8 mg/kg, i.p., -1,5 h) sobre as atividades 
antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD- OH (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos modelos de 
resposta nociceptiva e edema de pata induzidos por formaldeído. V1 = veículo (DMSO 4%);    
V2 = veículo (CMC 0,5%). *, ** e *** indicam difere nças estatisticamente significativas em 
relação ao grupo tratado com V1+V2 (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). # indica 
diferença estatisticamente significativa em relação  ao grupo tratado com V1+FTD-OH (p<0,05), 
n=8. 
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Figura 40 - Efeito induzido pelo ODQ (O4 ou O8; 4 o u 8 mg/kg, i.p. , - 1,5 h) sobre as atividades 
antinociceptiva (A) e antiedematogênica (B) do FTD- NO (500 mg/kg, p.o., - 1 h) nos modelos de 
resposta nociceptiva e edema de pata induzidos por formaldeído. V1 = veículo (DMSO 4%);    
V2 = veículo (CMC 0,5%). *, ** e *** indicam difere nças estatisticamente significativas em 
relação ao grupo tratado com V1+V2 (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). # indica 
diferença estatisticamente significativa em relação  ao grupo tratado com V1+FTD-NO (p<0,05), 
n=8. 
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5.13 Síntese dos resultados 

 

� Parte I 
 

Modelo  
Nociceptivo 
 

Talidomida  FTD-OH FTD-NO 
 

Estímulo: Formaldeído  
Parâmetro avaliado:  
Lambida de pata 
 

Inibe:  
1ª e 2ª fases 
Doses:  
500 e 750 mg/kg 

Inibe:  
1ª e 2ª fases 
Dose:  
500 mg/kg 

Inibe:  
1ª e 2ª fases 
Doses:  
500 e 750 mg/kg 

Estímulo: Carragenina  
Parâmetro avaliado:  
Alodìnia mecânica 
 

Inibe:  
Após 2, 4 e 6 h 
Doses:  
500 e 750 mg/kg 

Não inibe  Inibe:  
Após 2 e 4   h 
Dose:  
750 mg/kg 
 

 
 

Coordenação motora  Talidomida  FTD-OH FTD-NO 
 

Estímulo: Físico  
Parâmetro avaliado:  
Tempo de permanência 
na haste girante 
 

Sem alteração  Reduzido  
Dose:  
750 mg/kg 

Sem alteração  

 
 
 
Modelo  
Edematogênico 
 

Talidomida        FTD-OH      FTD-NO 
 

Estímulo: 
Formaldeído 
Parâmetro avaliado:  
Edema de pata 
 

Não inibe  Inibe:  
Após 0,5 e 1,5 h 
Doses:  
125, 250, 500 e 750 
mg/kg 
 

Inibe:  
Após 0,5 e 1,5 h 
Doses:  
125, 250, 500 e 750 
mg/kg 

Estímulo: 
Carragenina 
Parâmetro avaliado:  
Edema de pata 
 

Não inibe  Inibe:  
Após 4 e 6 h 
Doses:  
500 e 750 mg/kg 

Inibe:  
Após 2, 4 e 6 h 
Doses:  
125, 250, 500 e 750 
mg/kg 
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� Parte II 
 

 
Concentração:  
MPO, TNF-α, CXCL1  
Edema de pata 
Estímulo: Carragenina 

Talidomida  FTD-OH FTD-NO 
 

MPO Não inibe  Inibe  
Dose: 500 mg/kg 
 

Inibe  
Dose: 500 mg/kg 

TNF-α Não inibe  Não inibe  Inibe  
Doses: 
250 e 500 mg/kg 
 

CXCL1 Não inibe  Não inibe  Inibe  
Doses:  
250 e 500 mg/kg 
 

 
 
 

Modelo:  
Artrite induzida por 
antígeno 

Talidomida  
Dose: 500 mg/kg 

FTD-OH 
Dose: 500 mg/kg 

FTD-NO 
Dose: 500 mg/kg 

 
Células totais  Não inibe  Inibe  

 
Inibe  
 
 

Neutrófilos  Não inibe  Inibe  
 
 

Inibe  

Mononucleares  Não inibe   Não inibe   
 
 

Não inibe   

MPO Não inibe  Inibe  
 

Inibe  
 
 

TNF-α Não inib e Inibe  
 

Inibe  
 
 

CXCL1 Não inibe  Inibe  
 

Inibe  
 
 

Alodínia mecânica  Inibe  Inibe  
 

Inibe  
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Modelo de dor 
neuropática: 
Constrição do 
nervo ciático 

Talidomida  
Dose: 500 mg/kg 

 

FTD-OH 
Dose: 500 mg/kg 

 

FTD-NO 
Dose: 500 mg/kg 

 

Alodínia mecânica  Inibe:  
Após 1, 3 e 5 h 
 

Inibe:  
Após 1 e 3 h 
 

Inibe  
Após 1 e 3 h 
 
 

 
 
 

Concentração:  
Nitrito - Plasma sanguíneo 
 

Talidomida  FTD-OH FTD-NO 
Dose: 500 mg/kg 

Nitrito (µM)  
 

Sem alteração  Sem alteração  Aumento  
 
 

 
 
 

� Parte III 
 
 

Antagonistas:  
AM251, AM630, naltrexona, e 
ODQ 

FTD-OH 
Dose: 500 mg/kg 

FTD-NO 
Dose: 500 mg/kg 

AM 251 
Atividade antinociceptiva 
 

Não altera  Não altera  

AM 251 
Atividade antiedematogênica 
 

Atenua  
 

Atenua  
 

AM 630 
Atividade antinociceptiva 
 

Não altera  Não altera  

AM 630 
Atividade antiedematogênica 
 

Não altera  Não altera  

Naltrexona  
Atividade antinociceptiva 
 

Não altera  Não altera  

Naltrexona  
Atividade antiedematogênica 
 

Atenua  
 

Atenua  
 

ODQ 
Atividade antinociceptiva  
 

Não altera  Não altera  

ODQ 
Atividade antiedematogênica 
 

Atenua  
 

Atenua  
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Análogos ftalimídicos como candidatos a fármaco s 

 

Diferentes análogos ftalimídicos, obtidos por meio de modificações químicas 

relativamente simples, podem apresentar atividades farmacológicas bastante 

distintas daquelas da substância precursora. Como as alterações químicas não 

necessariamente alteram todas as atividades na mesma extensão, essa estratégia 

pode resultar no desenvolvimento de uma substância com relação mais favorável 

entre efeitos terapêuticos e reações adversas, maior potência ou com novas 

atividades farmacológicas. Nos últimos anos, o interesse no desenvolvimento de 

diferentes análogos ftalimídicos tem aumentado devido à constatação de que 

interagem com diferentes alvos moleculares, o que faz com que essas substâncias 

sejam consideradas candidatos a fármacos úteis no tratamento de pacientes com 

várias doenças, incluindo aquelas com manifestações inflamatórias e dolorosas. 

Vários análogos ftalimídicos foram avaliados em ensaios farmacológicos diversos e 

alguns apresentam atividades antinociceptiva e anti-inflamatória (dos Santos et al., 

2011).  Além disso, dois análogos ftalimídicos, lenalidomida e pomalidomida, foram 

aprovados para o uso clínico pelo FDA no tratamento de pacientes com mieloma 

múltiplo (Bartlett et al., 2004; Dimopoulos et al., 2007; Lacy et al., 2009; Richardson 

et al., 2002b; 2013;  Schey et al., 2004). 

 

No presente estudo, foram avaliados dois análogos ftalimídicos em diferentes 

modelos experimentais de dor e inflamação. Um análogo (FTD-OH) tem como 

característica o acoplamento de uma cadeia lateral com o grupo funcional álcool (-

OH). O outro análogo (FTD-NO) tem como característica a substituição dessa 

hidroxila por um doador de NO. A investigação dos efeitos induzidos por esses dois 

análogos nos mesmos modelos experimentais de dor e inflamação permitiu 

caracterizar o perfil farmacológico de cada um e a importância do acoplamento de 

um doador de NO à estrutura ftalimídica para a expressão das atividades 

antinociceptiva e anti-inflamatória.  

 

Os análogos ftalimídicos avaliados no presente estudo, o FTD-OH e o FTD-NO, 

apresentaram atividades em modelos experimentais de dores nociceptiva, 
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inflamatória e neuropática, bem como em modelos de edema inflamatório. A 

atividade antinociceptiva, de uma forma geral, parece não envolver mecanismos 

canabinoidérgicos e opioidérgicos ou a via da guanilato ciclase-GMPc. Entretanto, a 

atividade antinociceptiva em modelos experimentais de dor inflamatória pode ser 

resultado da inibição da migração celular e da produção de citocinas inflamatórias. A 

atividade antiedematogênica, por sua vez, envolve mecanismos canabinoidérgicos e 

opioidérgicos ou a via da guanilato ciclase-GMPc, dependendo do modelo 

experimental usado, e também pode ser resultado da inibição da quimiotaxia e da 

produção de mediadores inflamatórios. 

 

 

6.2 Atividade antinociceptiva da talidomida e dos a nálogos FTD-OH e FTD-NO 

 

O presente estudo demonstrou as atividades antinociceptivas dos análogos 

ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO em diferentes modelos experimentais de dor 

inflamatória (segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeído, 

alodínia mecânica induzida por carragenina e alodínia mecânica induzida por 

antígeno), dor neuropática (alodínia mecânica induzida por constrição do nervo 

ciático) e dor nociceptiva (primeira fase da resposta nociceptiva induzida por 

formaldeído). A talidomida, utilizada como um fármaco de referência para 

comparação com os análogos ftalimídicos, também apresentou atividade 

antinociceptiva nos modelos experimentais de dor inflamatória e dor neuropática. 

 

Com o objetivo de investigar se a redução da expressão do comportamento 

nociceptivo avaliado nos diferentes modelos experimentais de dor poderia resultar 

de incoordenação motora e/ou relaxamento muscular induzidos pelos análogos 

ftalimídicos e não de uma atividade antinociceptiva intrínseca, foi avaliado o efeito 

induzido por essas substâncias sobre o tempo de permanência dos animais na 

haste girante. O análogo ftalimídico FTD-NO e a talidomida não reduziram o tempo 

de permanência dos animais na haste girante, o que permite sugerir que a redução 

do comportamento nociceptivo induzido por esses análogos, nas doses usadas, 

deve ser resultado de uma atividade antinociceptiva intrínseca. Entretanto, a maior 

dose do análogo ftalimídico FTD-OH (750 mg/kg) induziu incoordenação motora, de 

forma que só é possível relacionar a redução do comportamento nociceptivo 
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induzido por esse análogo a uma atividade antinociceptiva intrínseca quando são 

usadas doses menores do mesmo. Assim, os análogos ftalimídicos avaliados no 

presente estudo, de forma semelhante aos analgésicos opioides (Meert & 

Vermeirsch, 2005) e antiepilépticos (Kayser & Christensen, 2000), apresentam 

atividade antinociceptiva sem associação com comprometimento motor quando 

usados em doses menores.  

 

A demonstração da atividade antinociceptiva dos dois análogos ftalimídicos em 

diferentes modelos experimentais de dores nociceptiva, inflamatória e neuropática 

corrobora a atividade antinociceptiva dessa classe de substâncias, previamente 

demonstrada para a talidomida (Goli, 2007) e para a lenalidomida (Asher & Furnish, 

2013). É possível que vários mecanismos bioquímicos medeiem a atividade 

antinociceptiva dos análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO, uma vez que essa 

atividade foi observada em modelos experimentais de dores nociceptiva, inflamatória 

e neuropática. O conhecimento dos mecanismos neuroquímicos relevantes para o 

processamento nociceptivo em um modelo experimental de dor, assim como 

intervenções com ferramentas farmacológicas específicas, podem proporcionar 

informações sobre os mecanismos que medeiam a atividade antinociceptiva de uma 

droga em investigação. 

 

A resposta nociceptiva induzida por formaldeído, um dos modelos usados no 

presente estudo, é composta por duas fases, uma que simula dor nociceptiva 

(primeira fase) e outra que simula dor inflamatória (segunda fase). A primeira fase 

começa imediatamente após a injeção de formaldeído, envolve a ativação direta de 

nociceptores do tipo C e tem duração aproximada de 5 min (Tjolsen et al., 1992). 

Diferentes estudos indicam que a interação de formaldeído com receptores TRPA1 

(Mcnamara et al., 2007; Kerstein et al., 2009) e TRPV1 (Tian et al., 2009) pode estar 

envolvida na ativação dos nociceptores. A segunda fase da resposta nociceptiva 

começa 15 a 20 min após a injeção de formaldeído e tem duração aproximada de 

30 a 60 min, dependendo da espécie do animal usada e da concentração do 

estímulo nocivo. Essa fase resulta da resposta inflamatória no local da injeção, com 

a liberação de múltiplos mediadores que contribuem para a ativação e 

sensibilização dos nociceptores, bem como da facilitação da transmissão 

nociceptiva no SNC (Coderre  et al., 1990;  Shibata et al., 1989; Tjolsen et al., 1992). 
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Estudos eletrofisiológicos demonstram um aumento bifásico da excitabilidade dos 

nociceptores após a injeção de formaldeído (Dickenson & Sullivan, 1987a; b), que 

apresenta um paralelismo com o aspecto bifásico da resposta nociceptiva.  O 

aumento da excitabilidade dos nociceptores está associado à liberação de 

diferentes mediadores no corno dorsal da medula espinhal, entre os quais estão o 

glutamato, a PGE2 e o NO, que contribuem para o processamento nociceptivo 

(Malmberg & Yaksh, 1995; Okuda et al., 2001). A reação inflamatória local envolve 

mediadores como os neuropeptídios (substância P e peptídio relacionado ao gene 

da calcitonina), a histamina, a serotonina, as citocinas e os eicosanoides que 

contribuem para a resposta nociceptiva e o edema (Damas & Liégois, 1999; Dorazil-

Dudzik et al., 2004; Hagains et al., 2010; Patel et al, 2013; Yamato et al., 2013; 

Wheeler-Aceto & Cowan, 1991). Frequentemente, a primeira fase da resposta 

nociceptiva induzida por formaldeído é inibida por drogas ou fármacos que agem 

predominantemente no SNC, como os analgésicos opioides, enquanto a segunda 

fase é inibida por drogas ou fármacos de ação central e também por drogas ou 

fármacos que apresentam atividade predominantemente anti-inflamatória (Hunskaar 

& Hole, 1987; Shibata et al., 1989; Tjolsen et al., 1992).  

 

No presente estudo, foi demonstrado que os análogos FTD-OH e FTD-NO, bem 

como a talidomida, inibem a resposta nociceptiva induzida por formaldeído. O FTD-

OH e o FTD-NO inibem tanto a primeira quanto a segunda fase da resposta 

nociceptiva, em extensões muito semelhantes e de forma marcante quando 

comparados com a talidomida. Esses resultados indicam que a atividade 

antinociceptiva dessas três substâncias pode resultar de vários mecanismos, 

incluindo efeito sobre o processamento nociceptivo no SNC, o que poderia contribuir 

para a inibição da primeira fase da resposta nociceptiva. Por outro lado, o efeito 

sobre o processamento nociceptivo periférico, incluindo a inibição da produção ou 

ação de mediadores inflamatórios que ativam ou sensibilizam os nociceptores, 

juntamente com o efeito central, poderiam contribuir para a inibição da segunda fase 

da resposta nociceptiva.  

 

Os análogos FTD-OH e FTD-NO investigados no presente estudo, diferentemente 

da talidomida, inibem a migração de leucócitos mononucleares e polimorfonucleares, 

avaliada de forma direta ou indireta por meio da determinação da atividade da MPO, 
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e a produção de TNF-α e CXCL1 induzidas por diferentes estímulos inflamatórios. 

Embora a talidomida seja considerada um inibidor tradicional da produção de TNF-α 

e de outras citocinas, vários estudos demonstraram diferentes efeitos induzidos por 

esse fármaco. A talidomida, dependendo das doses usadas, do tipo de célula 

ativada, do estímulo aplicado ou das características dos ensaios (in vitro ou in vivo) 

pode inibir (Sampaio et al., 1991; Moreira et al., 1993) ou aumentar (Corral et al., 

1999; Haslett et al., 1998; Marriott et al., 2002) as concentrações de TNF-α. 

Entretanto, os diferentes efeitos imunomodulatórios induzidos pela talidomida 

(Payvandi et al., 2004; Jin et al., 2002; Geitz et al., 1996) podem justificar a sua 

atividade antinociceptiva, caracterizada em diferentes modelos experimentais de dor 

(George et al., 2000; Pereira et al., 2009; Ribeiro et al., 2000), incluindo a resposta 

nociceptiva induzida por formaldeído (Pereira et al., 2009) ou por constrição do 

nervo ciático (George et al., 2000).  

 

Em relação aos análogos ftalimídicos, foi observada uma diferença entre os seus 

efeitos quando diferentes estímulos inflamatórios foram usados para induzir a 

migração celular e a produção de citocinas inflamatórias. Ambos os análogos 

inibiram de forma marcante essas respostas no modelo de inflamação articular 

induzida por antígeno, enquanto no modelo de inflamação induzida por carragenina, 

o análogo FTD-NO apresentou maior atividade que o análogo FTD-OH. A inibição 

da migração celular e da produção de citocinas inflamatórias pode representar um 

mecanismo importante que medeia a atividade dos análogos em modelos 

experimentais de dor inflamatória e neuropática, uma vez que resultados de vários 

estudos fornecem suporte à essa proposta. 

 

A carragenina, um estímulo usado no presente estudo, induz inflamação local que 

resulta da ação de vários mediadores, incluindo bradicinina, histamina, serotonina, 

eicosanoides, citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

(Crunkhorn & Meacock, 1971; Ferreira et al., 1993; Ianaro et al., 1994;  Salvemini et 

al., 1996a; b). A carragenina também induz a migração de neutrófilos para o sítio 

inflamatório que, uma vez ativados, produzem vários dos mediadores acima 

mencionados (Salvemini et al., 1996a). Muitos desses mediadores, bem como 

leucócitos que migram para o local, também medeiam a artrite induzida por antígeno 

em camundongos (Coelho et al., 2008; van den Berg, 1981), outro modelo 
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experimental de dor inflamatória usado no presente estudo. Em ambos os casos, 

inflamação de pata induzida por carragenina ou artrite induzida por antígeno, o 

desenvolvimento da alodínia mecânica é uma resposta amplamente reconhecida e 

indica a sensibilização marcante dos nociceptores induzida por múltiplos mediadores 

inflamatórios. A alodínia mecânica avaliada no modelo experimental de dor 

neuropática usado no presente estudo, constrição do nervo ciático em 

camundongos, envolve não somente vias neuronais, mas também células de 

Schwann, células satélites no gânglio da raiz dorsal, componentes do sistema imune 

periférico, micróglia e astrócitos espinhais. As citocinas inflamatórias exercem um 

papel fundamental na indução e manutenção da sensibilização em modelos 

experimentais de dor neuropática (Sommer et al., 1997; 1998a). A associação entre 

estímulo inflamatório e lesão do nervo exacerba a nocicepção, enquanto a 

supressão concomitante da resposta imune com administração sistêmica de 

ciclosporina A (Bennett, 2000) ou dexametasona reduz a infiltração de células 

imunes e a hiperalgesia induzidas pela constrição de nervo ciático (Clatworthy et al., 

1995). 

 

Há vários estudos demonstrando que o TNF-α é um mediador importante do 

processamento nociceptivo em modelos experimentais de dor inflamatória e 

neuropática. Entre os resultados apresentados nesses estudos, há demonstração 

das alodínias mecânica e térmica induzidas por TNF-α (Schäfers et al., 2004; Wei et 

al., 2007) e do aumento da concentração dessa citocina na pata de animais após a 

injeção de diferentes estímulos inflamatórios, incluindo carragenina (Loram et al., 

2007), albumina metilada (Vieira et al., 2009) ou formaldeído (Patel et al., 2013; 

Yamato et al., 2013). Essa citocina também apresenta-se em concentração elevada 

no tecido obtido de animais com artrite induzida por antígeno (Silveira et al., 2013) e 

no sítio da constrição do nervo ciático no modelo experimental de dor neuropática 

(Okamoto et al., 2001; Sacerdote et al., 2008). Corroborando a proposta de um 

papel importante do TNF-α nos modelos experimentais de dor inflamatória e 

neuropática, há estudos demonstrando que anticorpos ou inibidores de TNF-α 

inibem a resposta nociceptiva nesses modelos (Sommer et al., 1998b; 2001) e que 

animais deficientes para receptores para TNF-α apresentam resposta nociceptiva 

atenuada a diferentes estímulos (Bruce et al., 1996; Zhang et al., 2011). 
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Em relação à citocina CXCL1, também há evidências do seu papel no 

processamento nociceptivo em diferentes modelos experimentais de dor. Assim, foi 

demonstrado um aumento da produção dessa citocina em modelos experimentais 

de dores neuropática (Zhang et al., 2013) e inflamatória (Brack et al., 2004), bem 

como inibição da resposta nociceptiva em vários modelos experimentais quando os 

animais são previamente tratados com um inibidor do receptor CXCR1/2, com o 

qual a CXCL1 interage (Coelho et al., 2008). 

 

A migração celular, particularmente de leucócitos polimorfonucleares, também 

contribui de forma marcante para a resposta nociceptiva em diferentes modelos 

experimentais de dor, provavelmente devido a conhecida capacidade dessas 

células, uma vez ativadas, de secretarem uma diversidade de mediadores 

inflamatórios (Rittner et al., 2005). Cunha et al. (2008) demonstraram um acúmulo 

de neutrófilos na pata de animais injetados com carragenina ocorrendo 

simultaneamente ao desenvolvimento das alodínias mecânica e térmica, bem como 

a inibição da alodínia mecânica induzida por esse estímulo inflamatório quando os 

animais são previamente tratados com um inibidor da migração de leucócitos. 

Também foi demonstrado o acúmulo de neutrófilos em segmentos do nervo ciático 

submetidos à secção parcial (Perkins e Tracey, 2000) e gânglios da raiz dorsal após 

constrição do nervo correspondente (Morin et al., 2007; Kim e Moalem-Taylor, 

2011), o que leva à sugestão de que a migração de células inflamatórias também 

representa uma etapa importante no processo de sensibilização em modelos 

experimentais de dor neuropática (para uma revisão, veja Thacker et al., 2007). 

Assim, é esperado que nesses modelos experimentais, drogas ou fármacos que 

inibem a migração celular também atenuem a sensibilização. 

 

No presente estudo, outros protocolos foram realizados com o objetivo de investigar 

outros mecanismos que poderiam contribuir para a atividade dos análogos 

ftalimídicos no modelo da resposta nociceptiva induzida por formaldeído. 

Inicialmente, os antagonistas dos receptores canabinoides CB1 (AM251) (Gühring et 

al., 2002) e CB2 (AM630) (Malan et al., 2001) foram usados com o objetivo de 

investigar se a via canabinoidérgica poderia mediar as atividades antinociceptivas 

das substâncias FTD-OH e FTD-NO. É amplamente conhecido que a atividade 

antinociceptiva de várias drogas ou fármacos é revertida por antagonistas 
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canabinoides (Gühring et al., 2002; Guindon et al., 2006; Ibrahim et al., 2004; Malan 

et al., 2001; 2002; Schreiber et al., 2012). Entretanto, a administração prévia de 

AM251 ou AM630 não alterou as atividades antinociceptivas do FTD-OH e do FTD-

NO, o que indica que mecanismos canabinoidérgicos não são relevantes para essas 

atividades no modelo experimental usado. 

 

Em seguida, foi investigada se a via opioidérgica poderia mediar as atividades 

antinociceptivas das substâncias FTD-OH e FTD-NO, por meio da utilização de um 

antagonista não-seletivo de receptores opioides (naltrexona) (Gutstein & Akil, 2006). 

Diferentemente de outros estudos que demonstraram a participação da via 

opioidérgica na atividade antinociceptiva de outras drogas ou fármacos (Lembeck & 

Donnerer 1985; Hong & Abbott 1995; Zhao et al., 1985), o presente estudo 

demonstrou que a administração prévia de naltrexona não altera a atividade 

antinociceptiva dos análogos FTD-OH e FTD-NO. Embora os análogos ftalimídicos 

investigados no presente estudo não sejam estruturalmente tão semelhantes à 

talidomida, é importante ressaltar que a atividade antinociceptiva desse fármaco, 

demonstrada em modelo experimental de artrite induzida por zimosano, também não 

é atenuada pelo tratamento prévio dos animais com o antagonista de receptores 

opioides naloxona (Vale et al., 2006). 

 

Outro mecanismo bioquímico investigado foi a ativação da via da guanilato ciclase-

GMPc. O ODQ, um inibidor da enzima guanilato ciclase (Boulton et al., 1995; 

Garthwaite et al., 1995), foi usado com o objetivo de investigar se a ativação dessa 

enzima medeia as atividades antinociceptivas das substâncias FTD-OH e FTD-NO. 

É amplamente conhecido que a atividade antinociceptiva de várias drogas ou 

fármacos é revertida por inibidores da guanilato ciclase (Alves et al., 2004; Déciga-

Campos & López-Munõz, 2004; Lázaro-Ibáñez et al., 2001; Rodrigues & Duarte, 

2000; Sachs et al., 2000).  No presente estudo, entretanto, não foi observada 

alteração do efeito antinociceptivo induzido pelos análogos ftalimídicos quando os 

animais foram previamente tratados com ODQ. Esse resultado indica que os 

análogos ftalimídicos, de forma diferente de várias outras drogas ou fármacos, 

induzem efeito antinociceptivo no modelo experimental por meio da ativação de 

mecanismos independentes de cGMP. 
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Em relação à capacidade de aumentar a concentração plasmática de nitrito, uma 

evidência indireta do estímulo à produção ou à liberação de NO, observou-se que 

apenas o análogo FTD-NO apresentou essa atividade. Apesar da diferença 

marcante observada entre o FTD-OH e o FTD-NO em relação a esse parâmetro 

bioquímico, a análise conjunta dos resultados indica que ambos os análogos 

ftalimídicos apresentam as mesmas atividades na maioria dos modelos 

experimentais de dor e inflamação. Apenas no modelo de inflamação aguda induzida 

por carragenina foi observada uma diferença, caracterizada pela atividade inibitória 

do FTD-NO, mas não do FTD-OH, sobre a produção de TNF-α e CXCL-1. Conclui-

se, assim, que a substituição da hidroxila do análogo ftalimídico FTD-OH por um 

grupo doador de NO não resultou em uma substância que apresenta maior atividade 

na maioria dos modelos experimentais de dor e de inflamação. Esses resultados 

diferem daqueles observados para outras drogas ou fármacos, entre os quais o 

ácido acetilsalicílico (Fiorucci et al., 2000; Turnbull et al., 2008), o paracetamol 

(Romero-Sandoval et al., 2007) e o naproxeno (Young et al., 2005), para os quais o 

acoplamento de um grupo doador de NO aumentou a atividade antinociceptiva em 

diferentes modelos experimentais. Embora os resultados do presente estudo não 

permitam indicar razões para as atividades muito semelhantes dos dois análogos 

ftalimídicos investigados, pode-se concluir que o acoplamento de um grupo doador 

de NO nem sempre resulta em uma nova droga com maior atividade do que aquela 

da precursora. 

 

 

6.3  Atividade antiedematogênica dos análogos  FTD- OH e FTD-NO  

 

No presente estudo, foi demonstrado que os análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-

NO também inibem o edema induzido por formaldeído ou carragenina. Embora a 

talidomida tenha mimetizado o FTD-OH e o FTD-NO em relação à atividade 

antinociceptiva, esse fármaco diferiu em relação aos dois análogos ftalimídicos, uma 

vez que não apresentou atividade antiedematogênica. 

 

O edema inflamatório induzido por formaldeído ou carragenina é comumente 

observado após a injeção i.pl. desses estímulos inflamatórios em roedores. Embora 

o edema de pata induzido por formaldeído seja menos investigado do que o edema 
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de pata induzido por carragenina, há evidências de que muitos dos mediadores que 

contribuem para o desenvolvimento da resposta nociceptiva também sejam 

relevantes para o desenvolvimento do edema. A ativação de TRPA1, que contribui 

para a resposta nociceptiva induzida pelo formaldeído (Mcnamara et al., 2007; 

Kerstein et al., 2009), também contribui para o desenvolvimento do edema. Os 

resultados que permitiram essas conclusões incluem a demonstração de que a 

injeção i.pl. de agonista de receptores TRPA1 (alilisotiocianato) induz edema 

(Moilanen et al., 2012; Perin-Martins et al., 2013) e também a demonstração de que 

o edema induzido por carragenina e alilisotiocianato em animais deficientes para 

receptores TRPA1 ou tratados com antagonistas de receptores TRPA1 apresenta-

se reduzido (Moilanen et al., 2012). Também é altamente provável que muitos dos 

mediadores cuja produção é estimulada pela injeção i.pl. de formaldeído, incluindo 

substância P, peptídio relacionado ao gene da calcitonina, histamina, serotonina, 

citocinas e eicosanoides, contribuam para o desenvolvimento do edema 

inflamatório, uma vez que muitos deles induzem vasodilatação e aumento da 

permeabilidade (Damas & Liégois, 1999; Dorazil-Dudzik et al., 2004; Hagains et al., 

2010; Patel et al, 2013; Yamato et al., 2013; Wheeler-Aceto & Cowan, 1991). 

 

A carragenina, outro estímulo usado no presente estudo, induz inflamação local que 

resulta da ação de vários mediadores, incluindo bradicinina, histamina, serotonina, 

eicosanoides, citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

(Crunkhorn & Meacock, 1971; Ferreira et al., 1993; Ianaro et al., 1994;  Salvemini et 

al., 1996a; b). A carragenina também induz a migração de neutrófilos para o sítio 

inflamatório, que uma vez ativados, produzem vários dos mediadores acima 

mencionados (Salvemini et al., 1996a). Em muitos desses estudos, os autores 

demonstraram que esses mediadores inflamatórios não apenas contribuem para a 

alodínia induzida pela carragenina, mas também para o edema inflamatório que 

ocorre de forma simultânea à resposta nociceptiva. 

 

Tanto o edema de pata induzido por formaldeído quanto o edema de pata induzido 

por carragenina foram atenuados em animais tratados previamente com os 

análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO. Embora o efeito induzido pelos análogos 

ftalimídicos sobre a migração celular e a produção de citocinas inflamatórias só 

tenha sido avaliado no modelo de inflamação induzido por carragenina, é bastante 
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provável que a inibição desses fenômenos contribua para explicar a atividade 

antiedematogênica do FTD-OH e FTD-NO nesse modelo e também no modelo de 

edema de pata induzido pelo formaldeído, que envolve mediadores semelhantes. A 

talidomida, por sua vez, não inibiu a migração celular e a produção de citocinas 

inflamatórias, resultados que contribuem para explicar a ausência de atividade 

desse fármaco nos modelos de edema de pata induzido por formaldeído ou 

carragenina.  

 

No presente estudo, foram obtidas evidências de que a ativação de mecanismos 

canabinoidérgicos e opioidérgicos ou da via guanilato ciclase também pode 

contribuir para a atividade antiedematogênica dos análogos ftalimídicos no modelo 

de inflamação induzida pelo formaldeído. Esses resultados podem ser considerados 

inesperados, uma vez que essas vias são comumente descritas como relevantes 

para a atividade antinociceptiva de muitas drogas ou fármacos (Alves et al., 2004; 

Gühring et al., 2002; Lembeck & Donnerer 1985) e no presente estudo foi observado 

que a ativação dessas vias contribuiu para a atividade antiedematogênica e não 

para a atividade antinociceptiva.  

  

Em relação aos mecanismos canabinoidérgicos, apenas a administração prévia do 

antagonista do receptor CB1 (AM251) (Gühring et al., 2002), mas não do antagonista 

do receptor CB2 (AM630) (Malan et al., 2001), atenuou o efeito antiedematogênico 

induzido pelos dois análogos. Assim, sugere-se que atividade antiedematogênica 

dos análogos FTD-OH e FTD-NO pode ser mediada por receptores CB1. Outros 

estudos fornecerem resultados que podem auxiliar na compreensão dos resultados 

do presente estudo. Há demonstração de que antagonistas CB1 podem atenuar a 

atividade anti-inflamatória, incluindo antiedematogênica, de diferentes drogas 

(Aviello et al., 2011; Matos et al., 2013) e também de que agonistas de receptores 

CB1 inibem edema em orelha de camundongos induzido por capsaicina (Richardson 

et al., 1998).  

 

Em seguida, foi investigado, por meio da utilização de um antagonista não-seletivo 

de receptores opioides (naltrexona) (Gutstein & Akil, 2006), se a via opioidérgica 

poderia mediar a atividade antiedematogênica das substâncias FTD-OH e FTD-NO. 

A administração prévia de naltrexona atenuou a atividade antiedematogênica dos 
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análogos FTD-OH e FTD-NO. Assim, sugere-se que atividade antiedematogênica 

dos análogos FTD-OH e FTD-NO também pode ser mediada por receptores 

opioides. Também há evidências na literatura que fornecem sustentação a esses 

resultados e que indicam que a ativação de mecanismos opioidérgicos pode inibir a 

resposta inflamatória. A injeção intratecal (Brock & Tonussi 2008) ou i.p. (Joris et al. 

1990) de morfina inibe o edema de pata induzido por carragenina. Por sua vez, 

Obara et al. (2009) demonstraram que a injeção i.pl. de agonistas opioides reduz o 

edema de pata induzido por formaldeído. 

 

Também foi investigado se a ativação da via da guanilato ciclase-GMPc poderia 

contribuir para a atividade antiedematogênica dos análogos ftalimídicos. No presente 

estudo, foi observada a atenuação do efeito antiedematogênico induzido pelos 

análogos ftalimídicos FTD-OH e FTD-NO quando os animais foram previamente 

tratados com ODQ, um inibidor da enzima guanilato ciclase (Boulton et al., 1995; 

Garthwaite et al., 1995). Esse resultado indica que os análogos ftalimídicos podem 

induzir efeito antiedematogênico por meio da ativação de mecanismos dependentes 

de cGMP. Há estudos que demonstraram que a ativação dessa via induz efeitos 

anti-inflamatórios, como redução do recrutamento de neutrófilos e da liberação de 

TNF-α (Brock & Tonussi 2008; Fernandes et al., 2002; Rocha et al., 2011).  

 

 

6.4 Perspectivas  

 

Os análogos FTD-OH e FTD-NO, destituídos do anel glutarimídico, quando 

comparados com a talidomida, apresentam atividades antinociceptiva e anti-

inflamatória superiores em vários modelos experimentais. A demonstração dessas 

atividades indica que esses dois análogos ftalimídicos, per se, podem representar 

candidatos a fármacos anti-inflamatórios e analgésicos.   Entretanto, o interesse 

nesses análogos não deriva apenas dessa demonstração. Em relação aos aspectos 

químicos, deve ser ressaltada a simplicidade molecular do FTD-OH e do FTD-NO 

quando comparados a vários outros análogos ftalimídicos sintetizados por diferentes 

grupos de pesquisa (Chaulet et al. 2011;  Mazzoccoli et al. 2012; Miyachi et al., 

1997a; Stewart et al., 2007; 2010; Sano et al., 2004; Noguchi et al., 2004). Em 

relação aos aspectos relacionados à segurança, há a demonstração de que outros 
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análogos ftalimídicos destituídos do anel glutarimídico, diferentemente da talidomida, 

não apresentam atividade teratogênica (D’Amato et al., 1994; Huang and McBride, 

1997; Joussen et al., 1999; Lepper et al., 2004). Assim, os análogos ftalimídicos 

investigados no presente estudo, mesmo que sejam avaliados como candidatos 

inadequados a fármacos em estudos posteriores, continuam sendo objeto de 

interesse tendo em vista que podem ser considerados como protótipos para o 

desenvolvimento de novas substâncias com menor complexidade estrutural e 

perspectiva de melhor perfil de segurança. 

 

 

6.5 Limitações  

 

Embora o presente estudo tenha fornecido resultados que demonstram de uma 

forma inequívoca que o FTD-OH e o FTD-NO induzem efeitos em vários modelos 

experimentais de dor e inflamação, bem como demonstrado algumas alterações 

bioquímicas que poderiam mediar esses efeitos, não há conhecimento sobre o(s) 

alvo(s) moleculare(s) com o(s) qual(is) esses análogos interagem para expressar 

suas atividades. O desconhecimento desse aspecto pode dificultar o 

desenvolvimento de novas substâncias, estruturalmente relacionadas aos dois 

análogos estudados, que poderiam ter um perfil farmacológico mais interessante. Da 

mesma forma, não há conhecimento sobre o perfil farmacocinético e sobre a 

segurança do FTD-OH e FTD-NO que permita avaliar se esses análogos 

apresentam potencial como candidatos a fármacos. 

 

 

6.6 Conclusões 

 

Os resultados do presente estudo demonstram que dois análogos ftalimídicos, o 

FTD-OH e o FTD-NO, apresentam atividades marcantes em vários modelos 

experimentais de dor e inflamação, provavelmente relacionadas com efeitos sobre a 

produção e/ou ação de mediadores inflamatórios e também sobre o processamento 

nociceptivo no SNC.  A modificação do FTD-OH, por meio do acoplamento de um 

doador de NO, não resultou em uma substância com maior atividade na maioria dos 

modelos experimentais. A atividade antiedematogênica, mas não a atividade 
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antinociceptiva, dos análogos ftalimídicos envolve a ativação de mecanismos 

canabinoidérgicos e opioidérgicos ou da via da guanilato ciclase. Assim como outros 

análogos ftalimídicos investigados por diferentes grupos de pesquisa, o FTD-OH e o 

FTD-NO podem ser considerados candidatos a fármacos analgésicos e anti-

inflamatórios ou a protótipos para o desenvolvimento de outros candidatos com 

estruturas químicas mais simples e com melhor perfil de segurança. 
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