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RESUMO

O influxo de calcio através de canais de calcio regulados por voltagem (CCSVs)
medeia a informagdo nociceptiva no corno dorsal da medula espinhal. A
administracao intratecal dos bloqueadores de CCSVs, tais como a w-conotoxina-
MVIIA (w-CTx-MVIIA), tem efeito analgésico, mas estreita janela terapéutica,
apresentando muitos efeitos adversos. O veneno da aranha brasileira Phoneutria
nigriventer contém uma variedade de substancias com acado predominantemente
neurotoxica, dentre elas a toxina Pha13 que foi recentemente descrita como uma
potente bloqueadora da neurotransmissdo por interagir com canais de calcio
sensiveis a voltagem tipo N. Neste estudo, verificamos o potencial analgésico da
Pha13, administrada por via intratecal, em modelos de dor aguda e persistente em
roedores. A Pha1 produziu antinocicepgao prolongada e com grande eficacia no
modelo da placa quente em camundongos, quando comparada com a w-CTx-MVIIA.
Além disso, a Pha1p ou a w-CTx-MVIIA ndo produziram efeitos adversos motores
em camundongos. Quando avaliadas em ratos, a Pha1p foi mais efetiva e potente
do que a w-CTx-MVIIA ndo somente em prevenir a nocicepgao induzida pela
formalina, todadvia especialmente em reverter a nocicepc¢éao inflamatdria persistente,
previamente instalada. Além do mais, a agdo analgésica de ambas as toxinas foi
relacionada com a inibigdo da liberacdo de neurotransmissores pro-nociceptivos
evocados por calcio na medula espinhal, como o glutamato. Quando os efeitos
adversos foram avaliados em ratos, verificamos que a Phal1f teve um indice
terapéutico maior que a w-CTx-MVIIA. Porém, ambas as toxinas foram capazes de
produzir alteracdes na pressao arterial. Entretanto, o tratamento com a toxina Pha13

€ capaz de reduzir a nocicepgdo aguda induzida por incisdo cirurgica ou crbnica

Xiv



causada por atrite ou por lesdo do nervo ciatico em roedores. Por fim a toxina
recombinante Pha1B expressa em Escherichia coli mostrou uma atividade
antinociceptiva similar a toxina nativa. Assim, o presente estudo demonstrou que a
toxina Pha1B apresentou efeitos analgésicos em diferentes modelos de dor,
sugerindo que esta toxina pode ter potencial para ser usado como uma droga para o

controle da dor persistente.
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ABSTRACT

Calcium influx through voltage sensitive calcium channels (VSCCs) plays an
important role on the nociceptive transmission in the dorsal horn of the spinal cord.
The intrathecal administration of VSCCs blockers, such as w-conotoxin-MVIIA (w-
CTx-MVIIA) has analgesic effect, but it narrows the therapeutic window, presenting
many adverse effects. The Brazilian spider Phoneutria nigriventer venom contains a
variety of substances with predominantly neurotoxic action, among them the Pha1p
which was recently described as a potent neurotransmission blocker for interacting
with N-type voltage sensitive calcium channels. In this study, we verify the analgesic
potential of Pha1B by its intrathecal administration in acute and persistent pain
models in rodents. The Pha1f produced a prolonged antinociception and with great
effectiveness in the hot plate model in mice when compared to w-CTx-MVIIA.
However, Pha1f3 or w-CTx-MVIIA did not produce adverse motor effects in mice.
Pha1B was more effective and powerful than w-CTx-MVIIA when assessed in rats,
not only in preventing the nociception induced by formalin, but particularly in
reversing the persistent inflammatory nociception previously installed. Furthermore,
the analgesic action of both toxins was related to inhibition of pro-nociceptive
neurotransmitter release evoked by calcium in the spinal cord, such as glutamate.
When the adverse effects were evaluated in rats, we verified that Pha1B had a
therapeutic index higher than w-CTx-MVIIA. However, both toxins were able to
produce blood pressure alterations. In addition, the treatment with Pha1f3 toxin is
able to reduce the acute nociception induced by surgical incision, or chronic, caused

by arthritis or by sciatic nerve injury in rodents. Finally, the recombinant Pha13 toxin
XVi



expressed in Escherichia coli showed an antinociceptive activity similar to native
toxin. Thus, the present study demonstrated that Pha1p toxin presented analgesic
effects in different models of pain, suggesting that this toxin may have a potential to

be used as a drug for the control of the persistent pain.

XVii



1. INTRODUCAO



1.1. DOR E NOCICEPGAO

Dor é uma experiéncia complexa, dificil de ser definida, descrita ou
interpretada. Segundo o Comité de Taxonomia da Associagao Internacional para o
Estudo da Dor, pode ser conceituada como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a um dano tecidual atual ou potencial (Merskey e Bogduk,

1994).

A dor é extensivamente influenciada por ansiedade, depressao, expectativa e
outras variaveis psicolégicas. E uma experiéncia multifacetada, um entrelacamento
das caracteristicas fisicas dos estimulos com as fungbes motivacionais, afetivas e
cognitivas do individuo. A dor desempenha um papel de alerta, comunicando ao
individuo que algo esta errado, podendo gerar estresse acentuado e incapacidade
fisica. E, sem sombra de duvida, a maior causa de afastamento do trabalho, gerando
um enorme 6nus para diferentes nag¢des (Bruno, 2001).

As sensagbes dolorosas induzem respostas urgentes para seu alivio
provocando nos animais comportamentos como massagear ou lamber a area
lesada. A dor manifesta-se com intensidade diferente entre os individuos, variando
de acordo com o sexo, idade e estado de humor (Faucett e Levine, 1991; Ganong,
1988; Berkley, 1999; Chapman e Gavrin, 1999; Sharp, 2001).

A dor, além de uma sensacao, € uma experiéncia. Isso é importante porque
as sensacgdes possuem vias neuroanatdémicas, com receptores especificos que
permitem a deteccdo de estimulos. Ja as experiéncias incorporam componentes
sensoriais com influéncias pessoais e ambientais importantes. No entanto, clinica e

experimentalmente se faz necessaria a distingdo entre a dor percebida e a resposta
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ao dano tecidual ou nocicepcao (Kandel et al., 2003). Assim, o termo nocicepgao
refere-se somente a percepc¢ao do sinal no sistema nervoso central, evocado pela
ativagcao de receptores sensoriais especializados (nociceptores), provenientes de um
tecido danificado (Furst, 1999).

Os animais nao sao capazes de verbalizar os componentes subjetivos da dor,
ou seja, neles nao se avalia dor, mas nocicepgao. Sendo assim, termos como dor e
analgesia sdo mais adotados para humanos e nocicepgdo e antinocicepgaéo para

animais (Jones, 1992).

1.2.CLASSIFICACAO DA DOR

A dor pode ser considerada como um sintoma ou manifestagao de uma doenca
ou afecgdo organica, mas também pode vir a constituir um quadro clinico mais
complexo. Existem muitas maneiras de se classificar a dor. Considerando a duragao
da sua manifestagdo, ela pode se apresentar nas formas transitéria, aguda ou
crénica. Na dor transitoria, a ativagao dos nociceptores acontece na auséncia de
qualquer dano tecidual e contribui para proteger o organismo de potenciais danos
fisicos, causados pelo ambiente ou por estresse de tecidos corporais. Contudo, a
dor aguda é uma resposta causada por uma lesdo de tecido com consequente
ativacado dos nociceptores, no local da lesdo, caracterizando-se por ser de curta
duracao, desaparecendo, até mesmo, antes da cura do dano tecidual. Além disso, a
dor aguda é geralmente de facil identificagdo e tratamento, possuindo também
carater protetor (Loeser e Melsack, 1999; Brennan et al., 2007). Ja a dor crbnica é

causada por uma lesao tecidual ou doenca e geralmente ultrapassa o tempo de
3



recuperagao do organismo, ou seja, esse tipo de dor pode ndo desaparecer mesmo
guando o trauma inicial (leséo) foi resolvido. A dor crénica se estende por meses ou
anos. E de dificil identificagdo, sendo uma patologia que geralmente necessita de
tratamento complexo (Brennan et al., 2007; Tracey e Mantyh, 2007). Nao é apenas a
duragédo que distingue a dor aguda da dor crénica, mas também a capacidade do
organismo de reparar o sitio da lesdo e restaurar os disparos aferentes e o
processamento central normal (Loeser, 2000). Pode-se destacar ainda alteragdes
adaptativas como a neuroplasticidade, em varios niveis do sistema nervoso, tais
como sensibilizagdo, desinibicdo dos neurbnios inibitérios do corno dorsal,
reorganizagdo do circuito neuronal do corno dorsal e alteragdes na facilitacao e
inibicdo descendente da dor. Tendo em vista que estes eventos sdo dependentes da
intensidade e da duracdo do estimulo, quanto mais persistente for o processo
doloroso, mais dificil se torna o tratamento do quadro patolégico (Besson, 1999;
Woolf e Salter, 2000; Zimmermann, 2001).

Quanto a sua origem, existem quatro tipos principais de dor: 1) a “dor
nociceptiva”, que se origina devido a estimulagdo excessiva dos nociceptores
localizados na pele, visceras e outros 6rgaos; 2) a “dor neurogénica”, que reflete o
dano de tecido neuronal, na periferia ou no sistema nervoso central (“dor central”); 3)
a “dor neuropatica”, que acontece devido a uma disfungdo ou dano de um nervo ou
grupo de nervos e 4) a “dor psicogénica”, que nao é oriunda de uma fonte somatica
identificavel e que pode refletir fatores psicolégicos (Millan, 1999).

Muitas evidéncias sugerem que a hiperexcitabilidade e mudangas em
descargas dos aferentes nociceptivos primarios levam a alodinia, hiperalgesia ou dor
espontanea devido ao aumento da atividade de uma variedade de canais iGnicos

(Hains et al., 2003). Sendo que a hiperalgesia é a resposta aumentada a um
4



estimulo doloroso, enquanto a alodinia é a dor resultante de estimulo que é

normalmente ndo nocivo (Millan, 1999).

1.3. MECANISMOS NEURAIS DA DOR

A transmissdo da dor envolve uma interagdo complexa de estruturas
periféricas e centrais desde a pele, visceras e outros tecidos até o coértex cerebral.
Um nervo periférico consiste em axoénios de trés diferentes tipos de neurbnios:
sensoriais primarios, motores e pds-ganglionares simpaticos. As terminacdes livres
de fibras aferentes primarias sensiveis a estimulos nocivos sdo chamados de
nociceptores (ou receptores da dor) (Millan, 1999).

A sensibilizacdo dos nociceptores se deve a diferentes estimulos, tais como
mudancga de temperatura (estimulo nocivo térmico), diferenga osmatica ou distensao
tecidual (estimulo nocivo mecanico), hipdxia ou lesao tecidual seguida de inflamagéao
(estimulo nocivo quimico) (Julius e Basbaum, 2001). Esses estimulos nocivos ativam
fibras aferentes sensoriais delgadas do tipo C e Ad. Além dessas, outro tipo de fibra
que pode estar envolvida na transmissao do estimulo sensorial s&o as fibras do tipo
AB, que normalmente respondem a estimulos inécuos, aplicados a pele, que em
condigdes especiais sdo capazes de conduzir rapidamente o estimulo doloroso (30-
100 m/s). As fibras AB sdo mielinizadas e de grande diametro. Ja as fibras do tipo
Ad, de conducéo intermediaria (12 a 30 m/s), sdo pouco mielinizadas, enquanto que
as fibras do tipo C sdo ndo-mielinizadas e transmitem o estimulo nociceptivo de

forma mais lenta (0,5 a 2,0m/s) (Figura I) (Julius e Basbaum, 2001).



Em grande parte do organismo as fibras aferentes primarias C e Ad
transmitem a informacdo nociceptiva da periferia até o corno dorsal da medula
espinhal e suas terminagdes encontram-se principalmente nas laminas | (zona
marginal) e lamina Il (substancia gelatinosa). No corno dorsal da medula espinhal
neurénios de primeira ordem fazem sinapse com neurdnios de segunda ordem, que
formam as vias ascendentes. Consequentemente, esses neurdnios recebem seus
sinais sensoriais pela liberagdo de glutamato e SP (substéncia P) dos neurbnios
aferentes primarios. Este processo excitatorio envolve canais de calcio, sendo os

principais reguladores da liberagao de neurotransmissores (Hill, 2001).

Ao e AR Ad c
~~— (IeID)
Tipos de fibras J 0 . 0 |
Mielinizagdo Muita Pouca Ausente
Didgmetro 10 pm 2-6 pm 0,4-1.2 pm
Velocidade de 30-100 nv's 12-30 s | 0,52 ms
condugdo
Tipo de sinal Proprioce pgio Nocicepgio Nocicepgio
{Ermica, mecinica | (térmica, mecinica
Toque leve & quimica) & quimica)

Figura I: Representagdo esquematica dos diferentes tipos de neurdnio
sensoriais primarios, responsaveis pela conducao do sinal nociceptivo
da periferia ao SNC (Adaptado a partir de Julius e Basbaum, 2001).

Os neurbnios de segunda ordem cruzam a medula espinhal para ascender ao

trato espinotaladmico, projetando seus corpos celulares ao talamo. No talamo,
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neurdnios de terceira ordem emitem axénios, através da capsula interna do cortex
somatosensor, ocorrendo a somatizacdo do estimulo nocivo e/ou emitindo axénios
ao giro cingulado anterior, responsavel pelo componente emocional da dor (Russo e
Brose, 1998).

O talamo e o cértex sao regides finais da projecao das vias de nocicepcgao,
sendo que o talamo é um dos responsaveis por informar que existe sensagao
nociceptiva. Ja o coértex é responsavel pela discriminacdo do tipo de sensacao
nociceptiva e por identificar, de forma pouco fiel, de onde provém (Guyton, 1992).

Além dessa modulacdo ascendente, existe uma modulagcdo descendente da
nocicepgao (Figura Il). As vias descendentes originam-se no tronco cerebral e
outras estruturas como hipotalamo, cértex, tadlamo, nucleo magno da rafe (NMR),
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e estruturas adjacentes da medula
rostroventromedial (RVM), que exercem importante papel na integracdo e
modulagdo das mensagens nociceptivas, no corno dorsal da medula espinhal
(Millan, 2002; Vanegas e Schaible, 2004). Os mecanismos descendentes modulam a
resposta nociceptiva por exercer suas acdes, em nociceptores presentes nas fibras
aferentes primarias, bem como em neurénios intrinsecos do corno dorsal, como
interneurdnios excitatérios, interneurdnios inibitérios e neurénios de projecao (Millan,
2002). Uma das descobertas mais interessantes a respeito do circuito modulatério
da dor € que esse pode tanto facilitar, quanto inibir a transmissao nociceptiva (Julius
e Basbaum, 2001; Porreca et al., 2002). Por exemplo, na RVM estado presentes dois
tipos de neurénios, as chamadas células “liga” (on) e as células “desliga “(off), as
quais estdo envolvidas na modulagdo nociceptiva. E proposto que as células “liga”
(on) medeiam a facilitagdo da condugao de estimulos nociceptivos quando ativadas,

e as células “desliga” (offf medeiam a inibicdo da transmissdo nociceptiva,
-



provocada pela estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal (PAG). De
maneira geral, a substancia cinzenta periaquedutal deve excitar as células off e inibir
as células on na medula rostroventromedial (Fields et al., 2006). Logo, o balango
entre a ativacdo dessas duas subpopulacdes de neurdnios determina a resposta a
um estimulo nociceptivo periférico. No entanto, em situagdes de dor persistente, as
alteracbes da neuroplasticidade podem resultar em uma estimulacido facilitatéria
sustentada, o que ocasiona respostas persistentes e exageradas a dor (Porreca et
al., 2002).

Além da modulacdo descendente da informagao nociceptiva envolver uma
série de estruturas cerebrais, conforme mencionado anteriormente, os sistemas de
neurotransmissores também estdo envolvidos nesta conexdo. Todos os
neurotransmissores, envolvidos na inibigdo descendente (tais como opidides
enddgenos, serotonina, noradrenalina), parecem inibir a excitagdo de neurdnios de

segunda ordem na presencga de estimulo nocivo (Fields, 2006).
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Figura II- Mecanismo de transmissao e percepc¢ao da dor. Diagrama esquematico
mostrando o corno dorsal da medula espinhal que recebe as informagdes sensorias
oriundas dos terminais periféricos de fibras nervosas nociceptivas ascendentes (cor
vermelha) e fibras descendentes (cor azul).

Fonte: http:/www.coventrypainclinic.org.uk/aboutpain-painmechanisms.htm



1.4. MEDIADORES QUIMICOS NA VIA NOCICEPTIVA

A atividade dos nociceptores &€ mediada pela acdo de substancias
algogénicas liberadas e/ou sintetizadas em elevada concentragdo, no ambiente
tecidual, na decorréncia de processos inflamatorios (Cotran et al., 1994).
Substancias endégenas, como prostaglandinas, neuropeptideos, cininas,
aminoacidos excitatorios, entre outros, sdao produzidas e/ou liberadas pelo tecido
lesionado e estimulam os receptores presentes na membrana dos neurénios. Além
disso, os mediadores inflamatérios liberados facilitam a neurotransmissdo e
sensibilizam o nociceptor (Bjérkman, 1995).

Existem varias fontes importantes de mediadores quimicos que participam da
resposta dolorosa, entre os quais se destacam os tecidos lesionados e adjacentes,
sistema vascular, células do sistema imunolégico, nervos simpaticos e sensoriais,
entre outros. Dessa forma, ha liberacdo local de diversos mediadores quimicos
celulares, resultantes de lesdo tecidual capazes de desencadear uma reacao
inflamatdria local, atraindo macréfagos e linfocitos. Essas células liberam
mediadores inflamatérios como: cininas (bradicina e calidina); produtos das células
imunes (citocinas, como as interleucinas e o fator de necrose tumoral); aminas
(serotonina, histamina) e prostandides. Desse modo, a lesdo celular e a reagao
inflamatdria advindas de tal lesdo, expde as fibras aferentes primarias a um grande
numero de substancias capazes de estimular o nociceptor. O aferente primario
transmite o impulso nociceptivo a neurdnios especificos para a nocicepgao (EN) ou a
neurdnios que também transmitem outras sensacdes no corno dorsal da medula

(Millan, 1999; Calixto et al., 2001).
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A transferéncia sinaptica de informagdo nociceptiva € comandada pela
liberacdo de neurotransmissores como glutamato, presente em todos os tipos de
aferentes primarios. O glutamato € um aminoacido excitatério, podendo ser
encontrado em concentragbes na faixa de uM na medula espinhal, originado de
fiboras aferentes primarias mielinizadas e n&o-mielinizadas, em adicdo a
interneurdnios intrinsecos e projegdo de neurbnios (Battaglia e Rustioni, 1988). O
glutamato e alguns neuropeptideos s&o liberados juntos de terminais aferentes
primarios e tém agdes fisiologicas distintas nos neurdnios pos-sinapticos, atuando
coordenadamente para regular as propriedades desses neurbnios (Kandel et al.,
2003).

As acbes de aminoacidos excitatérios sdo mediadas principalmente por
receptores ionotropicos NMDA e ndo-NMDA. Os receptores nao-NMDA consistem
de dois receptores, AMPA e cainato (Dickenson, 1995). A transmissédo de fibras C,
depois de estimulos agudos mecanicos ou térmicos, parece envolver receptores
AMPA para produzir excitagdes curtas e constantes. Os estimulos sdo mantidos
e/ou sua frequéncia € aumentada pela liberacdo de transmissores que contribuem
para a transmissao nociceptiva quando o receptor NMDA é ativado, aumentando
resposta de hiperalgesia (Dickenson, 1995). Uma acdo excitatoria direta, do tipo
retroalimentagdo positiva, do glutamato, nas fibras aferentes primarias, seria
consistente com a evidéncia de que a ativagdo dos receptores NMDA causa a
liberagdo de substédncia P e CGRP por seus terminais centrais (Liu et al., 1994).
Essa acdo do NMDA pode ser mediada pelo oxido nitrico (NO) dos terminais das
fibras aferentes primarias (Sorkin, 1993), e o NO poderia também interferir nas

acgdes periféricas mediadas pelas fibras aferentes primarias (Jackson et al., 1995).
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O sistema descendente inibitério estimula neurdnios medulares a secretar
opidides enddgenos, que causariam a inibicdo pré-sinaptica e pds-sinaptica das
fiboras C e Ad (Besson, 1999). Portanto, o mecanismo pelo qual provocam essa
analgesia descendente envolve a liberagdo de opidides na medula espinhal.
Provavelmente, o mecanismo produtor dessa analgesia é proveniente do bloqueio
de canais de Ca?’. Como o aumento da concentra¢éo do Ca?* intracelular € um dos
mecanismos de liberagdo do neurotransmissor glutamato, o bloqueio dos canais de
Ca?" resultaria em inibicdo pré-sinaptica (Kuraishi et al., 1985). E provavel que esse
mesmo sistema de analgesia possa bloquear os impulsos em nivel de nucleos

reticulares do tronco encefalico e nos nucleos intralaminares do talamo.

1.5. DOR INFLAMATORIA

Numa lesdo tecidual, como um trauma mecéanico ou invasdo por agentes
infecciosos, o organismo aciona mecanismos cujo proposito é limitar o dano e
regenera-lo. Esses mecanismos fazem parte da resposta inflamatéria, caracterizada
por quatro sinais: rubor, calor, dor e tumor; e em alguns casos pode acometer o
membro com perda da fungéo. A inflamac&o pode ser classificada como aguda ou
cronica, de acordo com o tempo de duragao e caracteristicas patoldgicas (Sherwood
e Toliverkinsky, 2004). A inflamagdo aguda apresenta duracédo (horas a dias) e
muitos mediadores como o NO e prostaglandinas promovem principalmente a
vasodilatagdo, um dos sinais classicos do processo inflamatorio (Sherwood e

Toliver-Kinsky, 2004). Outro sinal precoce da inflamagdo aguda é a formagdo do
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edema, que ocorre devido ao fluxo transvascular de fluido, rico em proteinas
(plasma) dos compartimentos intravasculares para o intersticio devido ao aumento
de permeabilidade vascular de capilares e vénulas, como resultado da liberacdo de
histamina, bradicinina, leucotrienos, fatores do complemento, substancia P e fator de
agregacao plaquetaria (PAF) no sitio inflamatério (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

A progressao da resposta tecidual para inflamacgao crénica caracteriza-se por
infiltracdo de células mononucleares, que incluem macréfagos, linfocitos e
plasmdcitos. Os processos inflamatorios crénicos séo prolongados, estendendo-se
de semanas a meses. Durante a inflamagao crbnica, ocorrem simultaneamente: a
presenca de processo inflamatorio ativo, tentativas de reparo tecidual com
consequente destruicao do tecido e formacéao de fibrose (Sherwood e Toliver-Kinsky,
2004).

Tanto a liberacdo de mediadores primarios, quanto a sintese de novos
mediadores sdo responsaveis pela ativacao e/ou sensibilizacdo de nociceptores
adjacentes a lesdo. A sensibilizagado dos nociceptores diminui o limiar de ativagao e
aumenta a probabilidade de que esses disparem com estimulos de menor
intensidade (Khasar et al., 1999; Holden e Pizzi, 2003). Dessa forma, esses
nociceptores sado ativados por estimulos, que em condicdes normais, seriam indbcuos
(Finnerup e Jensen, 2004; Millan, 1999). Isso € bem evidenciado, através de
modelos experimentais, cuja a injecdo de um agente pro-inflamatério como o
Adjuvante Completo de Freund (ACF) sensibiliza os locais injetados, tornando esses
animais responsivos a estimulos térmicos € mecanicos inécuos a um animal nao
injetado. De fato, a dor € uma caracteristica peculiar da inflamagdo e a dor
inflamatdria € o maior problema clinico em varios disturbios inflamatoérios, como, por

exemplo, a artrite reumatéide (MacMahon et al., 2005).
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Portanto, nessa situagcdo, encontra-se um quadro de estimulagcdo constante
dos nociceptores, que é responsavel por alteragdes plasticas, ndo somente no tecido
nervoso periférico, mas também em nivel central isso € muito comum em casos de
neuropatia periférica, cuja lesdo nervosa gera um processo inflamatério crénico, com
alteragdes plasticas no SNP e SNC (MacFarlane et al., 1997; Ji e Strichartz, 2004).
De fato, do ponto de vista clinico, um dos aspectos mais problematicos da dor de
origem inflamatéria é a possibilidade da progressdo de um estado agudo para um
estado prolongado, podendo, dessa forma, aumentar a susceptibilidade de
instalagdo de um quadro de dor inflamatéria crénica (Woolf e Mannion, 1999;
Mendell e Sahenk, 2003). Nessas condigdes, a inflamagao perde sua caracteristica
de protecdo ao organismo e torna-se uma patologia. A grande preocupagado na
busca dos mecanismos que envolvem a inflamagao € devido ao seu envolvimento
em doengas cronicas, incluindo céancer, diabetes, doenga neurodegenerativas,

cardiovasculares e reumaticas (MacMhon et al., 2005).

1.6. DOR NEUROPATICA

A dor neuropatica foi definida em 1994 pela Associacao Internacional para o
Estudo da Dor como “dor iniciada ou causada por lesdo primaria ou disfungdo do
sistema nervoso”.

A etiologia da dor neuropatica € heterogénea e pode ser ocasionada por um
insulto primario ao sistema nervoso periférico ou central (Zimmermann, 2001). As
neuropatias originam-se quando ocorre uma lesdo nos nervos ou nas demais
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estruturas que transmitem a sensacdo dolorosa e podem resultar de trauma
mecanico, lesdo nervosa (amputagdo ou compressao), efeitos toxicos de drogas,
doengas como diabetes ou sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV/AIDS)
(Mendell e Sahenk, 2003). A lesdao de nervos periféricos € frequentemente
acompanhada de inflamacgao local transitéria, contribuindo para o inicio da sensagao
de dor. Nesse sentido, assim como na dor inflamatéria, na dor neuropatica também
estdo envolvidos multiplos mediadores inflamatérios (Ji e Strichartz, 2004).
Corroborando com isso, estudos mostram que a extensdo da hiperalgesia esta
diretamente relacionada com a extensido da resposta inflamatéria ao sitio da lesao
do nervo (Clatworthy et al., 1995). Além disso, drogas antiinflamatérias aliviam a
hiperalgesia em modelos animais de lesao do nervo (Clatworthy et al., 1995).

Os mecanismos exatos da instalacdo do quadro de dor neuropatica ainda nao
sdo inteiramente compreendidos. No entanto, MacFarlane e colaboradores (1997)
sugerem que o desenvolvimento de dor crénica apds lesdo de nervo ocorra, através
de alteracbes, na medula espinhal, como excitabilidade aumentada, inibicdo
diminuida, restruturagdo organizacional das células e, eventualmente, mudanga no
fenotipo. Essas alteracbes ocorrem principalmente devido a uma estimulagao
excessiva dos nociceptores, uma vez que estes estdo com limiar de ativagdo mais
baixo (hipersensibilidade) (Coutaux et al., 2005).

A excitabilidade aumentada ocorre em fungao de estimulacao repetitiva sobre
as fibras ndo mielinizadas do tipo C, resultando em prolongada descarga no corno
dorsal da medula espinhal. Esse fenbmeno, conhecido como “Wind up” significa
aumento progressivo no numero de potenciais de agao por estimulo e ocorre em
neurdnios do corno dorsal. Esses episédios repetitivos podem levar a potenciacéo a

longo prazo (“long-term potentiation”, LTP), que envolve o aumento prolongado na
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transmissao sinaptica. Ambos “Wind up” e LTP fazem parte do processo de
sensibilizagdo, envolvido na maioria dos estados de dor crénica (Pocket, 1995). Por
ser um evento crénico, a principal caracteristica dessa patologia sdo mudancgas
plasticas, causadas por alteragdes na expressao génica de receptores, canais
ibnicos, proteinas intracelulares, neuromoduladores, mediadores de sinalizagao
extracelular entre outros (Woolf e Mannion, 1999; Quintao et al., 2006).

Por conseguinte, os mecanismos patofisiolégicos da dor neuropatica refletem,
em grande parte, aqueles ocorridos na inflamacéo, embora alguns autores relatem
que a lesdo de nervo produz, em neurdnios aferentes primarios, alteracoes
neuroquimicas, ligeiramente distintas daquelas produzidas na inflamagao (Woolf e

Mannion, 1999; Yajima et al., 2003).

1.7. ANALGESICOS

O arsenal farmacoldgico para o tratamento da dor € composto, basicamente,
por dois grandes grupos de drogas analgésicas: os opidides, que abolem
diretamente a transmissao nociceptiva, no sistema nervoso central, pela ligagédo em
receptores opidides (Hoskin e Hanks, 1991), e antiinflamatérios, que previnem a
sensibilizagao de receptores periféricos da dor inibindo a ciclooxigenase (Cashman,

1996).

Analgésicos opidides, como a morfina e a codeina, s&do indicadas no tratamento
de dores agudas, moderadas ou intensas, que nao respondem a analgésicos menos
potentes. Embora os opidides sejam muito efetivos, sua utilizagdo é limitada pelo

16



fato dessas drogas apresentarem muitos efeitos indesejados, como constipacao,
nauseas, vOmitos, broncoconstricdo, hipotensdo, bradicardia e depresséao
respiratoria e tolerancia (Hoskin e Hanks, 1991).

Analgésicos ndo-opidides, como os antiinflamatérios convencionais
(indometacina, paracetamol, AAS entre outros), sao indicados para dores agudas,
porém sua toxicidade renal e gastrointestinal, podem resultar em grande morbidade,
limitando seu uso para o tratamento da dor (Henry et al., 1996).

Estudos farmacolégicos, eletrofisiolégicos e anatdbmicos tém contribuido para o
descobrimento de multiplos mediadores quimicos envolvidos na dor, o que facilita o
entendimento dos mecanismos de agdo dos neurotransmissores e das drogas
envolvidas, na modulagao central e periférica da dor (Levine e Taiwo, 1994; Millan,
1999). Muito esforgo tem sido dedicado, buscando compreender os mecanismos
celulares e moleculares envolvidos na origem da dor, com o objetivo de encontrar
drogas eficazes, com baixos efeitos colaterais e que possam ser empregadas
nessas circunstancias. De fato, atualmente, ndo existe tratamento satisfatério e nem
medidas adequadas e especificas para o controle da dor (Kingery, 1997; Mendell &
Sahenk, 2003).

Recentemente vem crescendo o interesse pelo esclarecimento da possivel
participacdo de canais de calcio na dor neuropatica. Bloquedores de Canais de
célcio sensiveis a voltagem, como a ziconotida, podem causar analgesia em

pacientes com dor cronica refrataria aos analgésicos convencionais.
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1.8. CANAIS DE Ca?" SENSIVEIS A VOLTAGEM

Os canais de caélcio sensiveis a voltagem (CCSV) foram primeiro identificados
em musculo de crustaceo por Paul Fatt e Bernard Katz (1953). Nao s6 em células
neuronais, mas em diferentes tipos celulares, canais de calcio quando ativados
medeiam o influxo de calcio durante potenciais de agao ou apés despolarizagdes de
membranas. O célcio que entra nas células, através de canais de calcio regulados
por voltagem, serve de segundo mensageiro na sinalizagao elétrica e na iniciagéo de
eventos intracelulares como contragcao, secrecao, transmissao sinaptica e expressao
génica. Além do envolvimento em eventos fisioldgicos, canais de Ca®* também estdo
envolvidos em numerosas doengas, tais como, epilepsia, hipertensao e alguns tipos
de arritmias ( Snutch et al., 2001).

Existem grande numero de canais de calcio no sistema nervoso. Quanto a
sua nomenclatura, ha usualmente, trés diferentes classificacbes para esses canais:
classificagao por voltagem, classificagao farmacoldgica e classificagao molecular.

Originalmente, assumia-se que existia somente um tipo de canal de calcio.
Entretanto, o trabalho pioneiro de Hagiwara et al. (1975), avaliando correntes de
calcio em ovdcitos de estrelas-do-mar, mostrou a existéncia de mais de um tipo de
canal. Subsequentemente, demostrou-se que essa distingdo também era observada
em muitas outras células de diferentes organismos. As diferentes correntes tém
diferentes limiares de ativagao, logo, canais ativados por baixa voltagem (do inglés
LVA) sdo aqueles em que a ativagdo se da em potenciais ligeiramente acima do
potencial de repouso. Os canais ativados por alta voltagem (do inglés HVA) sao

aqueles nos quais o limiar de ativagao € substancialmente acima do potencial de
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repouso (ultrapassa 0 mV). Além da voltagem de ativacao, diferentes canais de
célcio também sao distinguidos pelas propriedades de ativacao e de inativagao.

Pensando-se inicialmente na existéncia de somente dois tipos de canais de
célcio (HVA e LVA), comecgou-se, entdo, uma busca de agentes farmacoldgicos
especificos para esses canais. Foi encontrada uma familia de substancias, as
dihidropiridinas (DHP), que blogueiam canais de calcio HVA, porém nao canais LVA
(Bean, 1985). Ao se analisar correntes de calcio em Ganglios da raiz dorsal (DRGs)
de pintos, foi observado que as dihidropiridinas ndo afetam a atividade de todos os
canais de calcio HVA (Nowycky et al., 1985). Portanto, baseado na sensibilidade as
DHP’s, os canais HVA foram em seguida subdivididos em canais DHP-sensiveis
(canais de caélcio Tipo-L) e canais DHP-insensiveis (canais de calcio Tipo-N). Os
canais de calcio LVA foram denominados Tipo-T (T de transiente) (Nowycky et al.,
1985).

Um tipo adicional de canal de calcio HVA, originalmente encontrado em
células cerebelares de Purkinge, € o canal de calcio Tipo-P, que é inibido pela toxina
peptidica w-agatoxina-IVA (Scott et al., 1990). Quando canais de célcio, expressos
em odcitos, foram testados quanto a sua sensibilidade a w-agatoxina IVA, verificou-
se que esses canais tém uma baixa sensibilidade a essa toxina (~200 nM) (Sather et
al., 1993), enquanto que a sensibilidade a canais Tipo-P € bem maior (~2 nM). Isso
levou a conclusdo de que havia ainda um outro tipo de canal de calcio HVA: o canal
de calcio Tipo-Q (Zhang et al., 1993). A distingdo entre canais de calcio Tipo-P e
Tipo-Q nem sempre é 6bvia. Assim, eles sdo frequentemente agrupados como
canais de calcio Tipo-P/Q.

Se os tipos T, L, N e P/Q compreendessem todos os canais dependentes de

voltagem que permitem a entrada de calcio, no terminal, apds despolarizagao, seria
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possivel abolir, por modo completo a entrada de calcio, causada por uma
despolarizagdo pequena e prolongada (para inativar correntes de calcio Tipo-T) e na
presenca de um “coquetel” contendo concentracdes inibitérias de DHP, w-
conotoxina GVIA e w-agatoxina IVA. Isso nem sempre acontece e alguma atividade
residual de canais de calcio permanece. Foi entdo proposto que essa entrada
residual de calcio fosse atribuida a canais de calcio denominados Tipo-R. Sua
voltagem de ativagao € intermediaria entre os canais HVA e LVA e sua atividade é
bloqueada por baixas concentragdes de niquel (Zhang et al., 1993).

Atualmente ja foram identificados nove subtipos de canais de calcio
dependentes de voltagem (figura lll). Essa diversidade emana, predominantemente,
da natureza da subunidade a4 formadora do poro principal. Ha trés diferentes
familias de subunidades a4 dos canais de calcio: genes Ca,1 que codificam canais
Tipo-L, genes Ca,3 que codificam canais Tipo-T e genes Ca,2 que codificam canais
Tipo-N, P/Q e R, com os canais Tipo-P e Tipo-Q, surgindo como um rearranjo

alternativo do gene Ca,2.1 (Catterall, 2000).
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= Neuronal ¢4 subunit isoforms
Ca,1.2,Ca,1.3,Ca,1.4 L-type
Ca,2.1 P/Q-type
Ca2.2 N-type
Ca23 R-type
Ca,3.1,Ca3.2,Ca,3.3 Ttype

0ly

COOH
Calmodulin?

LGEhpe) Calmodulin

CaBP1 (P/Q-type)

B subunit Synprint region UKPEiFicyRe)

Syntaxin1, SNAP-25, Rim,
CSP,
synaptotagmini (P/Q-type)

TRENDS in Neurosciences

Figura Ill: Aspectos estruturais dos canais de Ca®" regulados por voltagem. (a)
composicdo das subunidades dos canais de Ca**. (b) Topologia transmembrana da
subunidade a1. Sitios chave de interagdo protéica sdo indicados por setas. Os
circulos vermelhos representam sitios importantes de fosforilagdo e os simbolos de
adicdo denotam os sensores de voltagem nos dominios transmembrana.
Subunidades By da proteina G podem interagir com um macrositio formado pela
ligacdo do N-terminal ao /loop do dominio I-ll. Esta figura enfatiza a estrutura dos
canais Ca,2.1 e Ca,2.2 destacados de azul no texto de (a). (retirado de Evans e
Zamponi, 2006).
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1.9. SUBUNIDADES MOLECULARES DOS CANAIS DE CALCIO

Os canais de Ca** s30 membros de uma superfamilia de canais catidnicos
sensiveis a voltagem. Eles s&o proteinas complexas compostas por 4 ou 5
diferentes subunidades: a4, B1, 02-0 e y; ver figura 3). A subunidade a4 é a maior das
subunidades com peso molecular de 190-250 kDa (revisto por Herlitze et al., 2003).
Ela incorpora o poro condutor, o sensor de voltagem, o aparato de gating e os sitios
de regulagao do canal por segundos messageiros, drogas e toxinas. A subunidade
a1 é estruturalmente organizada em 4 dominios homélogos (dominio | a IV), cada um
contendo 6 segmentos transmembrana (S1-S6). O segmento S4 serve como sensor
de voltagem (figura Ill) A alga do poro entre os segmentos S5 e S6 de cada dominio
determina a condutadncia ibnica e a seletividade. Assim, mudangas em 3
aminoacidos na alga do poro entre os dominios I, Ill e IV convertem um canal
seletivo a sddio para um canal seletivo a calcio (Herlitze et al., 2003).

As subunidades acessorias ou auxiliares ndo formam poros, mas sdo capazes

de modificar varias propriedades do canal formado pela subunidade a1.

1.10. CANAIS DE CALCIO SENSIVEIS A VOLTAGEM (CCSV) E NOCICEPCAO

A regulagdo da liberagdo de neurotransmissores € a base que rege o
desenvolvimento de agentes terapéuticos seguros e eficazes, direcionados contra
subtipos especificos de canais de Ca*' sensiveis a voltagem. A liberagcdo de

neurotransmissores no SNC depende de multiplos subtipos de canais de Ca** e a
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complementaridade de ac&o desses canais varia de uma populagdo de sinapses
para a outra (Wheeler et al., 1994).

A diversidade de genes que codificam canais de Ca®* gera diferentes subtipos
de canais com diferentes fungdes fisioldgicas. Isso sugere a possibilidade de uso de
antagonistas subtipo-especificos para esses canais, como novos agentes no
tratamento para algumas neuropatologias (Miljanich e Ramachandran, 1995). De
fato, agbes neuroprotetoras e analgésicas de bloqueadores de canais Tipo-N
fortalecem essa hipotese. Essas propriedades levaram a estudos clinicos em
humanos, avaliando o efeito desses agentes na prevengdao da degeneragao
neuronal, oriinda de traumas cerebrais isquémicos e na persisténcia da dor.

fons célcio estdo envolvidos na regulacdo de diferentes processos biolégicos
como a excitabilidade das membranas, nocicepg¢do e antinocicepgéo (Zamponi e
Snutch, 1998). Como o controle dos niveis intracelulares desse ion pode ser
mediado e regulado pelos canais de célcio, substancias que modulam a acéo destes
canais tém sido investigadas no estudo da nocicepgao e antinocicepg¢ao. Os canais
de calcio do tipo L e N estdo diretamente implicados na liberacdo de
neurotransmissores e de neuromoduladores nos neurdnios sensoriais da medula
espinhal. O bloqueio dos canais de calcio sensiveis a voltagem do tipo N e P/Q, mas
nao do tipo L, reduzem os sinais comportamentais da dor de origem neuropatica em
modelos animais de lesdo nervosa. Porém, a auséncia de antagonistas seletivos
para os diferentes tipos de canais de Ca2" torna dificil o entendimento de suas
agdes nos processos de dor cronica (Matthews e Dickenson, 2001). Os canais do
tipo N estdo presentes no terminal pré-sinaptico de neurénios nociceptivos no corno

dorsal da medula espinhal, regulando, dessa forma a liberagdo de

23



neurotransmissores pré-nociceptivos como o glutamato e a substancia P (Wen et al.,
2005).

Experimentos realizados com antagonistas de CCVS indicam que os canais
dos tipos L, N, P/Q e T estdo envolvidos na nocicepg¢ao (Prado, 2001). Atualmente,
vem crescendo o interesse pelo esclarecimento da possivel participacdo dos canais
de calcio nos processos de dor crénica.

Os CCSV sao encontrados em terminais pré-sinapticos, nos quais permitem o
influxo de calcio necessario para a liberacdo de neurotransmissores de fibras
nervosas centrais e periféricas apds uma despolarizagdo (Olivera et al., 1994;
Miljanich e Ramachandran, 1995). Canais de calcio tipo N, na medula espinhal, tém
um importante papel na modulacdo da liberagdo de neurotransmissores pro-
nociceptivos, tais como glutamato e neuropeptideos. Pesquisas realizadas na ultima
década tém estudado consideravelmente o papel de inibidores de canal de calcio
tipo N para o desenvolvimento de drogas analgésicas novas (Altier e Zamponi,
2004). Foi demonstrado que bloqueadores de CCSV tipo N, como as w-conotoxinas
MVIIA e GVIA, podem prevenir e atenuar a dor. Uma ®-conotoxina, a m-conotoxina-
MVIIA (o-Ctx-MVIIA), obtida do Conus Magnus, inibidora seletiva de CCSV tipo N,
foi a primeira molécula derivada de toxina a ser aprovada pelo FDA para o
tratamento de dor cronica intratavel. Prialt® & o nome comercial da ®-Ctx-MVIIA
(também conhecida como ziconotida e SNX-111) e teve seu uso clinico aprovado
em Dezembro de 2004, nos Estados Unidos e em Fevereiro de 2005, na Europa
(Hogg, 2006). A ziconotida produz antinocicep¢do em modelos de dor aguda e
crbnica em animais, quando administrada por via intratecal (i.t) (Malmberg e Yaksh,

1994; Malmberg e Yaksh, 1995). Entretanto, a administracao i.t de ziconotida causa
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varios efeitos adversos (Penn e Paice, 2000). Devido a isso, ha a necessidade de
investigar outros inibidores de CCSV para o tratamento da dor com menores efeitos

adversos.

1.11. Phoneutria nigriventer

A aranha Phoneutria nigriventer tem ocorréncia desde o sul do Rio de Janeiro
até o Uruguai. E a aranha mais comumente envolvida em envenenamento humano
no Brasil (Eickstedt, 1983; Lucas, 1988). E muito agressiva e é conhecida como
aranha armadeira pela posicado que toma ao se sentir ameacada, possuindo habitos
noturnos e permanecendo refugiada durante o dia (figura IV). A aranha Phoneutria
nigriventer ndo constroi teia e seu sucesso como predadora pode ser explicado pela
poténcia das diversas toxinas presentes em seu veneno (Gomez et al., 2002).
Picadas da aranha P. nigriventer podem causar severa dor e muitos sintomas
toxicos, tais como caimbras, tremores, convulsdo tOnica, paralisia espastica,
priapismo, arritmias, disturbios visuais e sudorese (Lucas, 1988). Esses sintomas
Sao mais severos em criangas e idosos e a intoxicagao pode levar a morte se nao
devidamente tratada.

Baseados nos sintomas observados em humanos e nos resultados de
injecdes intracérebro-ventriculares em animais experimentais, observou-se que o
veneno de Phoneutria é, sobretudo, neurotdxico. Parte do efeito neurotéxico do
veneno parece estar relacionado a sua agdo sobre canais de Na® regulados por
voltagem (Araujo et al., 1993; Romano-Silva et al.,, 1993). Entretanto, outras

atividades farmacoldgicas, relacionadas a agao em canais i6nicos, podem ser
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encontradas em todo o veneno. Essa observacdo pode ser mais facilmente

comprovada pelo fracionamento do veneno, em que ha separagao das fragcbes com

acdes farmacoldgicas distintas.

Figura IV: aranha Phoneutria nigriventer

1.12. ACAO DAS TOXINAS PURIFICADAS DO VENENO DA PHONEUTRIA

NIGRIVENTER

As toxinas obtidas do veneno da aranha Phoneutria nigriventer tém sido
extensivamente investigadas e cerca de 17 peptideos, com atividade toxica, ja foram

descritos na literatura (revisado por Gomez et al., 2002). Os peptideos, extraidos do
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veneno de P. nigriventer, foram investigados por diferentes autores. As toxinas séo
basicamente polipetideos, com peso molecular entre 3500 e 9000 Da. Varios dos
seus polipeptidios toxicos interagem com canais idnicos. Assim, algumas classes de
toxinas podem afetar o funcionamento de canais de sédio (Na*), calcio (Ca*"),
potassio (K'), dentre outros (Grishin, 1999). Existe interesse na caracterizagéo
bioquimica e farmacoldgica de neurotoxinas do veneno dessa aranha como possivel
ferramenta de investigagao das fungdes dos canais idnicos em niveis moleculares e
celulares (Diniz et al., 1990; Araujo et al., 1993; Romano-Silva et al., 1993; Cassola
et al.,, 1998). Além disso, investiga-se o veneno de P. nigriventer por sua habilidade
em alterar um grande numero de sistemas fisiolégicos, em particular aos
relacionados a dor a inflamacgao (Costa et al., 2002).

Um dos efeitos principais do veneno de P. nigriventer € a sua agao sobre 0s
diferentes subtipos de canais de Ca®". Trabalhos publicados descrevem a agdo de
algumas toxinas de P. nigriventer na inibicdo das correntes de Ca?* (Cassola et al.,
1998) ou no bloqueio do influxo desse ion em terminais nervosos (Prado et al., 1996;
Guatimosim et al., 1997; Miranda et al., 1998). Seis diferentes toxinas (Tx3-1 a 6)
foram purificadas, a partir da fragdo PhTx3 (Cordeiro et al., 1993) e pelo menos 3
delas (Tx3-3, Tx3-4 e Tx3-6) bloquearam o influxo de Ca** induzido por KCI em
terminais nervosos (Prado et al., 1996; Guatimosim et al., 1997; Miranda et al., 1998,
Vieira et al., 2003), sugerindo que essas toxinas bloqueiam canais de Ca** e s3o,
portanto, novas w-conotoxinas. Além de ter toxinas que interagem com canais de
Na* e Ca**, uma das toxinas da Phoneutria, a toxina PhTx3-1 é uma bloqueadora
potente e seletiva de canais de K Tipo-A, aumentando a freqiiéncia de oscilacdes

de Ca®" em células GH3 (Kushmerick et al., 1999). Outra toxina, a toxina PhTx3-2, é

27



capaz de bloquear, ainda que parcialmente, canais de Ca** Tipo-L (Kalapothakis et
al., 1998).

Das toxinas bloqueadoras de canais de Ca**, isoladas do pool PhTx3, a toxina
PhTx3-3 foi uma das primeiras a ser estudada. Dados farmacoldgicos iniciais
sugeriram que essa toxina inibe a liberagédo de aceltilcolina em fatias de cortex e em
neurdnios do plexo mientérico. Porém, essa acdo ndo possuia um efeito aditivo com
a w-agatoxina IVA na liberagdo de ACh (Gomez et al., 1995). Além disso, a PhTx3-3
€ bloqueadora eficaz da liberacédo de glutamato (Prado et al., 1996). Através do uso
dos marcadores fluorescentes Fura2-AM e FM1-43 em sinaptosomas cérebro-
corticais, para monitorar medidas de Ca®' interno e de liberagdo de vesiculas,
respectivamente, foi observado que a PhTx3-3 inibe com alta poténcia (ICsy 0,9nM)
canais de Ca** que regulam a entrada de Ca’" em sinaptosomas e também bloqueia
a exocitose de vesiculas sinapticas, sendo que esse efeito se da em canais de Ca**
que também s&o inibidos pela w-agatoxina IVA (Guatimosim et al., 1997).

Analises de mais dados demonstraram que a PhTx3.4 bloqueia canais de
célcio subtipo N (Cassola et al.,1998; Dos Santos et al., 2002) e P/Q (Dos Santos et
al., 2002). Essa toxina parece ligar-se em varios sitios de ligagdo, sendo
parcialmente deslocada pelas w-conotoxinas GVIA e/ou MVIIC (Dos Santos et al.,
2002). A toxina PhTx3-4 possui um intrigante mecanismo de agdo, uma vez que
essa toxina também diminui a liberagdo do glutamato, dependente e independente
de Ca?* em teminagdes nervosas de ratos (Reis et al, 1999) e inibem certas
condigdes neuropatolégicas como na isquemia in vitro. Os resultados (Pinheiro et al.,
2006) apontam para novas toxinas eficazes, no controle da degeneragédo neuronal,
apos isquemia vinda de diversos estimulos noéxicos. Também foi investigado a

interacdo entre a toxina Pha1B (PhTx3-6) e os varios canais de Ca**, determinando
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a poténcia, seletividade e o possivel mecanismo de agdo da toxina, estudado em
sistemas heterdlogos que expressavam canais de Ca’" recombinantes.

A Pha1p inibe de maneira reversivel as correntes de calcio subtipo L-, N-,
P/Q- e R- em ordem de poténcia N> R> P/Q>L e valores de IC5y = 122nM; 136nM,;
263 nM e 607 nM, respectivamente. Parece atuar como uma w-conotoxina (Vieira et
al, 2005). Como é demonstrado que os bloqueadores do subtipo N tém utilidade
farmacologica no tratamento da dor, supde-se que a toxina Pha1f possa ter um

potencial analgésico.
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2. OBJETIVO
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2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a acado antinociceptiva espinhal da toxina Pha1 em roedores,

utilizando modelos de dor aguda e crénica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o efeito da administragcdo intratecal da Pha13 sobre a nocicepgéo
aguda térmica em camundongos;

2) Avaliar o efeito da administragcao intratecal da Pha1B sobre a nocicepgéao
quimica persistente em ratos;

3) Investigar alguns efeitos adversos produzidos pela administrago intratecal da
Pha1p em ratos e camundongos.

4) Verificar a atividade antinociceptiva da Pha1p na nocicepgao inflamatéria
aguda e crbnica e na nocicepg¢ao neuropatica crénica em roedores.

5) Estudar alguns dos mecanismos de agéo envolvidos na agao antinociceptiva
da Pha1p;

6) Comparar o efeito antinociceptivo da toxina nativa com a toxina recombinante
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. MATERIAIS

3.1.1. Drogas e Toxinas

Fura-2 acetoximetil éster (AM), sacarose, SDS, EGTA, GDH, NADP" e
capsaicina foram adquiridos da Sigma Chemical Co., (Mo, USA). A w-conotoxina
MVIIA foi adquirida da Latoxan (Valence, Franga) e sulfato de morfina (Cristalia, Sdo
Paulo, Brazil). A Pha1p foi purificada na Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED) e a
Pha1p recombinante foi sintetizada no laboratério da Dra. Vania Prado,
Departamento de Bioquimica, UFMG. Detalhes da sua obtencéo estdo descritas no

trabalho Souza et al., 2008.

3.1.2. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (30-40 g) e ratos Wistar (180-250 g) adultos,
machos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria,
Universidade Federal de Minas Gerais e da Fundagdo Oswaldo Cruz, com livre
acesso a agua e comida e mantidos em ciclo 12 h luz/escuro com temperatura
ambiente constante em 22 + 1°C. Os experimentos foram realizados em acordo com
0 guia para o cuidado de animais de laboratério em experimentos de investigagdes
(Zimmermann,1983) e foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade

Federal de Minas Gerais.
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3.2. METODOS

3.2.1. Administracao Intratecal (i.t)

As injecbes i.t foram realizadas de acordo com o método descrito por Hylden
e Wilcox (1980) para camundongos e Mestre et al. (1994) para ratos. Um volume de
5 uL para camundongos e 10 uL para ratos foi administrado em animais nao
anestesiados com uma microseringa Hamilton, enquanto o animal foi gentilmente
imobilizado para ser mantido na posicdo necessaria para administracao intratecal
entre as vértebras L5-L6. A perfuracdo da dura foi indicada comportamentalmente

por um rapido movimento da cauda.

TESTES COMPORTAMENTAIS

3.2.2. Teste da Placa Quente

Esse teste teve como finalidade avaliar a dor aguda, causada por um estimulo
térmico. O ensaio foi realizado conforme descrito por Ankier (1974). Camundongos
receberam Pha1f (200 pmol/sitio), o-Ctx-MVIIA (10 pmol/sitio), morfina (1000
pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 5 ulL/sitio). O teste da placa quente (modelo Socrel DS-

37) foi realizado de 0,5 a 48 horas ap6s a administragdo, a uma temperatura de 55 +
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0,1 °C. A resposta nociceptiva foi avaliada pela laténcia (s) que os animais levaram
para lamber as patas ou saltar da placa quente, estabelecendo-se um teto de 45

segundos para evitar les&o tecidual.

3.2.3. Teste da Formalina

Esse teste foi realizado conforme procedimentos descritos por Dubuisson e
Dennis (1977) e modificado por (Andre et al.,, 2004) para investigacdo da dor
neurogénica e inflamatoéria. Para avaliar se a Pha1p previne o aparecimento da
nocicepgao, ratos receberam Pha1p (67 e 200 pmol/sitio), m-conotoxina MVIIA (100
pmol/sitio), morfina (13000 pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 10uL/sitio) 10 minutos, 1, 3,
6 ou 24 horas antes da injegdo de formalina 2,5% na pata traseira direita (20pL,
s.c.). Para verificar se a Pha1p pode reverter um processo nociceptivo ja instalado,
grupos de animais receberam Pha1p (10-200 pmol/sitio), m-conotoxina MVIIA (10-
200 pmol/sitio), morfina (13000 pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 10 ul/sitio) 5 minutos
apos a injecao de formalina. Foi registrado o tempo de lambida da pata injetada ou
sua retirada do ch&o, sendo esses indicativos de nocicepg¢do. Os animais foram
observados durante 30 minutos, divididos em duas fases. A primeira foi avaliada de

0-5 minutos (Fase neurogénica) e a outra de 15-30 minutos (Fase inflamatoria).

3.2.4. Dosagem de Glutamato no Liquor

Para verificar se o efeito antinociceptivo da Pha1p estaria relacionado com a
reducao na liberagdo de glutamato, ratos receberam por via intratecal Pha1 (200
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pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 10 uL/sitio) 3 horas antes da administracdo de formalina
(60 pL, s.c) ou PBS (60 puL, s.c) na pata. Apds 15 minutos de inje¢cado de formalina o
animal foi sacrificado com halotano e em seguida retirou-se o liquor com puncéo na
cisterna magna. Para avaliar se a Pha1 €& capaz de bloquear a liberacdo de
glutamato apés o estimulo nociceptivo ja instalado, administrou-se primeiramente 60
uL de formalina subcutaneamente na pata do animal, 9 minutos apds injetou-se
Pha1p (200 pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 10 ul/sitio), aguardou-se 10 minutos e em
seguida o animal foi sacrificado com halotano e puncionado seu liquor. Os niveis de
glutamato foram dosados enzimaticamente a partir do aumento da fluorescéncia
devido a produgdo de NADPH na presenga de glutamato desidrogenase e NADP”
(Nicholls et al., 1987). Para comecgar o ensaio NADP® (1.0mM) e glutamato
desidrogenase (50 U) foram adicionados a amostras de ACF, ap6s 10 minutos a
emissao da fluorescéncia foi medida. Iniciou-se a leitura com a excitagdo ajustada
num comprimento de onda de 360 nm e a emissdao em 450 nM usando um

espectrofluorimetro SHIMADZU RF-5301 PC.

3.2.5. Nocicepcao Inflamatéria Crénica induzida por Adjuvante Completo de

Freund (ACF)

Este teste teve como finalidade investigar o efeito antinociceptivo da Pha1p3
na nocicepgao inflamatéria crénica. O ensaio foi realizado conforme Bortalanza e
colaboradores (2002) e adaptado para ratos. Os animais receberam na superficie
plantar da pata direita ACF (150 pL). Quarenta e oito horas apoés, foi avaliada a

alodinia mecénica (sintoma doloroso em que um estimulo indcuo passa a produzir
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dor em presenca de sensibilizagdo de nociceptores) por filamentos de von Frey (2, 4,
6, 8, 10, 15, 26 g), sendo este teste avaliado por up-down. Apds a selegcdo dos
animais com alodinia presente, administrou-se por via intratecal Pha1p (200
pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 10 uL/sitio). O efeito antinociceptivo foi verificado 0,5 a

24 horas ap0s a administragao intratecal.

3.2.6. Modelo de Dor Incisional

Este teste teve como finalidade investigar o efeito antinociceptivo da Pha1p
no modelo de dor pos-cirurgica induzida por incisdo na pata. O procedimento foi
realizado conforme descrito por Brennan et al. (1996). No dia do experimento os
animais foram anestesiados previamente com halotano e receberam uma incisao
longitudinal de 0,5 cm na pata. O musculo plantar foi elevado e a pele foi
imediatamente suturada com fio cirurgico 6-0. A nocicepgao foi avaliada através da
alodinia mecénica por filamentos (0,05 g; 10 aplicagbes de 5 segundos). Para
verificar se a Pha1p pode previnir o aparecimento da nocicepgdo, camundongos
receberam por via intratecal Pha1p (100 e 200 pmol/sitio), o-CTx-MVIIA (1 e 10
pmol/sitio), morfina (1000 pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 5 ulL/sitio) 30 minutos antes
da incisdo na pata. Para avaliar se a Pha1p pode reverter um processo nociceptivo
ja instalado, verificado pela presenca de alodinia mecénica, grupos de animais
receberam Pha1p (100 e 200 pmol), o-CTx-MVIIA (1 e 10 pmol/sitio), morfina (1000
pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 5 ulL/sitio) 1 hora apés a incisa. O efeito antinociceptivo

foi verificado 1, 2, 3 e 24 horas apds a administracdo dos tratamentos.
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3.2.7. Avaliacdo da Alodinia mecanica através dos filamentos de Von Frey

A alodinia mecanica foi avaliada nos modelos de dor inflamatéria e
neuropatia, utilizando os filamentos de Von Frey (Dixon, 1980). Os animais foram
colocados em compartimentos de acrilico sobre uma tela de metal e aclimatizados
por no minimo 1 hora antes do teste. O estimulo mecanico foi direcionado
perpendicularmente a superficie plantar dos animais. Foram analisadas as respostas
em relacdo a tensao-resposta aos varios filamentos que por sua vez produzem
diferentes graus de estimulacdo mecanica (indcua ou nociva). As sessdes em
camundongos iniciaram com a aplicagdo do filamento 0,4g, e em ratos com 15g.
Caso a tensao-resposta fosse nociva, utilizava-se um filamento com menor valor em
(g) subsequente. Porém, se a tensao-resposta fosse inécua, testava-se o filamento
com maior valor subsequente em (g) a partir da ultima resposta. Os filamentos de
Von Frey foram aplicados por seis sessdes e a retirada da pata foi registrada como a

porcentagem das respostas.

A férmula utilizada para avaliar o limiar 50% no modelo de alodinia mecéanica

(filamento de Von Frey) é:

Limiar 50% = log do ultimo fio — (k . Média)
Sendo que: - log do ultimo fio = significa o valor do logaritmo do ultimo filamento

utilizado na série de seis aplicacdes dos filamento do Von Frey.
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K = constante baseada na tabela. Média das diferengas da forgca dos filamentos em

log para camundongos 0,44 e ratos 0,185.

3.2.8. Alodinia mecanica induzida por lesdo parcial do nervo ciatico em

camundongos

Os camundongos foram anestesiados pela administragdo de xilasina e
cetamina (10 ml/Kg, i.p.). A seguir, foi feita uma pequena incisdo na regiao da coxa,
na musculatura entre o iliaco e o musculo gluteo, sendo exposto e dissecado o
nervo ciatico préximo a trifurcacdo ciatica, das veias e dos tecidos aderentes de
acordo com o método descrito para ratos por Seltzer et al. (1990), e adaptada para
camundongos por Malmberg e Basbaum (1998). Com uma agulha de fio cirurgico 8-
0, o nervo ciatico foi ligado em volta de aproximadamente 1/3 a 1/2 da porg¢ao dorsal
e amarrado. Em um grupo de animais “falso operados”, o nervo foi exposto, mas néo
amarrado. Apos 7 dias, diferentes grupos de animais operados receberam Pha1p
(30 pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 5 uL/sitio). O grupo “falso operado® recebeu Pha1p3
(30 pmol/sitio) ou veiculo (PBS, 5 ulL/sitio).

Apo6s 1hora foi realizado o experimento. O efeito antinociceptivo da Pha1p foi

verificado nos tempos 1 a 6 horas apés sua adminstracao.
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3.2.9. Avaliagdo de Efeitos Adversos em Ratos

A administracao intratecal de grandes doses de bloqueadores de canais de
célcio tipo N pode produzir varios efeitos adversos (Malmberg e Yaksh, 1994), os
quais podem interferir nos testes de nocicepcao. Desta forma, realizamos um teste
para estabelecer uma quantificacdo dos efeitos adversos causados pela
administracao intratecal da Pha1p (200-1000 pmol/sitio) ou ®-CTx-MVIIA (3-600
pmol/sitio) em ratos. A toxicidade foi avaliada conforme procedimentos descritos por
Smith et al. (2002), pela classificagdo por escores que variaram de 1 (alodinia) até 7

(severo serpenteado de cauda, tremor do corpo e alodinia).

3.2.10. Avaliagcdo Neurolégica

A avaliagdo neurolégica realizada neste trabalho foi baseada na Avaliagéo
Neuroldgica Global conforme descrito por Modo et al. (2000) com a adig&o do teste
“Foot Print”. Este teste foi realizado afim de predizer possiveis sequelas
neurologicas provindas da administragdo da Pha1p. Esta avaliagdo foi composta de
cinco itens: 1) Gaiola inclinada; 2) Reacéao Visual; 3) Reflexo de Endireitamento; 4)
Teste da barra horizontal; 5) Reagdo de colocagdo. Todos os itens da escala da
avaliagcao neurolégica tém igual peso devido a simples avaliagdo de auséncia ou

presengca de algum item, dadas as pontuagbes de zero e um respectivamente.
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Administrou-se toxina Phal1p (200 pmol/sitio), o-CTx-MVIIA (100 pmol/sitio) ou
veiculo (PBS, 5 plL/sitio) imediatamente ou 3 horas antes do teste.

1) Gaiola inclinada: Posiciona-se o animal em uma gaiola com 45° de inclinagao
e este é considerado inapto caso deslize além dos limites da superficie inclinada.

2) Reacao visual: Segura-se o animal pelo dorso, afastando-o da gaiola, e se
ele alcancar a extremidade da mesma com as patas dianteiras o reflexo encontra-se
preservado.

3) Reflexo de endireitamento: Posiciona-se o animal em supino utilizando uma
das maos. O reflexo de endireitamento esta intacto se o animal retorna
espontaneamente para a posicao inicial, caso contrario ha perda do mesmo.

4) Teste da barra horizontal: Os membros dianteiros do animal sao posicionados
sobre uma barra paralela e espera-se que o animal seja capaz de se manter
suspenso por no minimo trés segundos. A barra encontra-se a 30 cm do nivel do
solo onde se encontra uma almofada de espuma cuja finalidade é garantir uma
queda segura.

5) Reflexo de colocacdo: O animal encontra-se sobre uma plataforma com um
hemicorpo proximo a extremidade da mesma. Cada membro sera gentiimente
estendido e devera retornar de volta a superficie da plataforma.

6) Foot Print: As patas traseiras do animal foram tingidas e 0 mesmo caminhou

sobre uma superficie branca para registro e verificagdo do padrao de passadas.
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3.2.11. Teste da Locomocdao Forcada em Cilindro Giratorio (Rotarod)

Esse teste foi utilizado para avaliar o efeito da Pha1p ou o-CTx-MVIIA sobre a
coordenagao motora dos animais e verificar a possibilidade de um relaxamento
muscular ndo especifico ou efeito sedativo. O procedimento foi realizado conforme
descrito por Scheidt e colaboradores (2002) com algumas modificagdes. Vinte e
quatro horas antes do experimento, camundongos foram treinados no rotarod
(Equipamentos Insight, Ribeirdo Preto). No dia do experimento, os animais foram
injetados com 5 uL (i.t) de veiculo, Pha1p (200 pmol/sitio) ou ®w-conotoxina MVIIA
(10 pmol/sitio) e submetidos ao cilindro giratério 180 minutos depois da

administragdo. O numero de quedas foi registrado por 4 minutos.

3.2.12. Teste do Campo Aberto

Para avaliar o efeito da administracdo i.t. da Pha1p sobre a atividade
locomotora espontédnea (exploragdo horizontal e vertical), os animais foram
submetidos a um campo aberto (40X12X20 cm) dividido em quatro areas iguais. A
atividade motora € medida através do uso de trés detectores de luz infravermelha,
cada um focalizado numa fotocélula. Camundongos receberam administracéo
intratecal de 5 pL de Pha1p (200 pmol/sitio), ®-CTx-MVIIA (10 pmol/sitio) ou veiculo
(PBS). Em seguida foram submetidos ao campo aberto e avaliados por 3 horas.

Para avaliar a exploracao horizontal foi medido o numero de cruzamentos com todas
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as patas (crossing) e para a exploragao vertical o numero de suspensdes das patas

anteriores (rearing).

3.2.13. Forca de agarre

Para a medida de forga de agarre, foi usado um transdutor de forga conectado
a um suporte (Fower et al., 2002). Cinco testes foram realizados por camundongos
com um periodo maximo de 50s para cada animal em dois dias. A for¢a de agarre foi
desenvolvida para registar a maxima for¢ga de agarre exercida (Prado et al., 2006).
Camundongos receberam Pha1fB (200 pmol/sitio), o-CTx-MVIIA (10 pmol/sitio) ou

veiculo (PBS) e 3 horas apds foram submetidos ao teste.

3.2.14. Registro dos Efeitos da toxina Phalp sobre a Frequéncia Cardiaca (FC)

Esse protocolo foi realizado para caracterizar as alteragdes na freqiéncia
cardiaca e simultaneamente monitorar as possiveis alteracbes na pressao arterial
média (PAM) atribuidas as toxinas Pha1p e ®»-CTx- MVIIA, quando administradas
através de injegdo intratecal em ratos.

Foram confeccionadas canulas arteriais de 15 cm de polietileno PE-50
soldado por aquecimento a 4 cm do tubo de polietilieno PE-10. Tais canulas foram
preenchidas com solugao fisiolégica (NaCl, 0,9%) e a extremidade livre do PE-50
ocluida com um pino de metal. A administragdo intratecal das toxinas foi realizada
24 horas apds a canulagao arterial. Mediu-se a pressio arterial através de um

transdutor de pressao. A frequéncia cardiaca, por sua vez, foi mensurada por meio
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dos picos gerados pelo mesmo nos tempos 0,5 e 3 horas apds administracdo das

toxinas.

3.2.15. Registro dos efeitos da toxina Phalp sobre Press&o arterial média

(PAM)

Este teste foi realizado conforme descrito no item anterior afim de verificar

alteracdes na PAM dos animais.

3.2.16. Preparacao de Sinaptossomas

Para verificar os mecanismos de ag¢ao envolvidos na agao antinociceptiva da
Pha1B, foram realizados experimentos com sinaptossomas de medula espinhal.
Uma fragdo contendo os sinaptossomas foi preparada com a medula de ratos (180-
250g) que foram decaptados e sua medula espinhal foi rapidamente retirada e
colocada numa solugdo aerada (com 95% 0O,/5% CO;) gelada de tampéao Krebs-
Ringer, conforme descrito por Xinhui e Eisenach (2001). A medula espinhal de dois
ratos foi dissecada e homogeneizada em 14 mL de solugédo (gradiente) gelada de
0.32 M sacarose, e o pellet (P2) foi preparado por centrifugagdo com 1000 g por 5
minutos seguido por 15000 g por 20 minutos, conforme descrito por Lonart e

Johnson (1995).



3.2.17. Liberacao de Glutamato em Sinaptossoma

Neste experimento, a fracdo P, foi resuspensa em 4,5 mL de tampao Krebs-
Ringer, aerado com 95% 0,/5% CO,, e 500 ul de suspensao foi aliquotada para
cada tubo contendo 1500 ul de tampéao Krebs. Foram adicionados para a solugao de
5 ul contendo NADP* (1 mM), glutamato desidrogenase (50 unidades) e Pha1p
(1,25-7,5 uM) ou Ziconotida (1,25-7,5 uM). As toxinas foram adicionadas 100 s antes
da despolarizagdo da membrana com capsaicina 100 uM. Este ensaio gerou a
formagcdo de NADPH por agdo da glutamato desidrogenase em presenca de
glutamato, com NADPH sendo medido fluorometricamente ( Nichols et al., 1987). A
excitacao foi de 360 nm e a emissédo de 450 nm, conforme experimento anterior na

dosagem de glutamato no ACF de ratos.

3.2.18. Medida da concentracdo de célcio intracelular - [Ca®];

Os sinaptossomas foram incubados em meio contendo 5 puM fura-2 AM
(estoque de solugdo com DMSO 1mM). As medidas de calcio livre [Ca®']i em
sinaptossomas foram realizados em espectrofluorimetro de acordo com Grynkiewicz
et al. (1985) com algumas modificagbes previamente descritas conforme Romano-
Silva et al., 1993 e Prado et al., 1996. CaCl, foi adicionado na suspensao no inicio
de cada ensaio fluorimétrico (1,0 mM concentragdo final), sendo esta solugéo

mantida a 35 °C. A emissao de fluorescéncia foi detectada a 510 nm usando como

faixa de excitacdo média 340/380 nm sob temperatura controlada a 37OC e sob

constante agitagdo. As toxinas foram adicionadas na suspensao de sinaptossomas
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100s antes da despolarizagdo da membrana com 100 uM capsaicina. A calibragao
do sinal de fluorescéncia era feita pela adicdo de SDS 10% e EGTA 10 mM. A
concentracao em nanomolar de calcio era calculada através da formula:

C= Kd*[(R-Rmin)/(RméX-R)]*SfZ/SbZ (Grynkiewicz et al., 1985).
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3.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + S.E.M, EDsp ou IDs (a dose de
toxinas que produzem metade da resposta maxima antinociceptiva ou a dose das
toxinas que reduzem as respostas nociceptivas na ordem de 50% de inibi¢cao relativo
ao controle). Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de uma
ou duas vias seguida pelo teste de multiplas comparag¢des de Dunnett, Bonferroni ou
pelo teste de Newmann Keuls, quando apropriado. Valores de P menores que 0.05
(*P<0.05 e **P<0.01) foram considerados como indicativos de significancia. Os
efeitos adversos foram expressos como medianas seguidos dos seus intervalos

interquatis e ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Newmann Keuls.
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4. RESULTADOS
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4.1. EFEITO ANTINOCICEPTIVO EM MODELO DE DOR TERMICA AGUDA EM

CAMUNDONGOS

A administragao intratecal de Pha1p3 (200 pmol/sitio) produziu antinocicepg¢ao
no teste da placa quente, caracterizado por aumento na laténcia de resposta ao
estimulo térmico (Figura 1A). Esse efeito antinociceptivo iniciou-se lentamente,
sendo significante somente trés horas apos a administracdo e perdurou até 24
horas. O efeito antinociceptivo maximo foi observado 5 horas apds a administracao
da Pha1p, com aumento da laténcia em relag&o ao veiculo de 85+7%.

A administragcédo intratecal de w-CTx-MVIIA (10 pmol/sitio) produziu efeito
antinociceptivo de curta duracdo comparado com a Pha1p (Figura 1B). O efeito
antinociceptivo maximo foi de 70+28%, 5 horas apdés a sua adminstracdo. Ja a
administragao intratecal de morfina (1000 pmol/sitio), em uma dose 5 vezes maior
do que a Pha1p, produziu efeito antinociceptivo que iniciou-se 30 minutos apos a
sua administracdo e permaneceu significante por apenas 5 horas (Figura 1C),
exercendo um efeito antinociceptivo maximo, 2 horas apdés a sua administragao

(95+11%).

49



AT —8— PBS (5uL/sitio)
25 —&— Pha 1B (200 pmol/sitio)
’(7)\ *kk
&L . * .
T 204
c * N
g
S 15
10-
v L) L) L) L) L) ; ; L]
0 1 2 3 4 5 624 48
Tempo apds injecdo (h)
B- —=—PBS
25 —&— @-conotoxin MVIIA (10 pmol/sitio) .
m *
«
S 204
c
g
5 154
10-
v L) L) L) L) L) ; . L]
0 1 2 3 4 5 6 24
Tempo ap6s administracéo (h)
—a—PBS
—— Morphine (1000 pmol/sitio)
*k%k
C1
25+ . % "
—~ *
0
o
S 20+
c
(8
S 154 E |
10~
v L) L) L) L) L) ; ; L]
0 1 2 3 4 624 48

Tempo apés administracao (h)

Figura 1. Efeito antinociceptivo na dor aguda térmica produzido pela injegao
intratecal da toxina Phal1B (200 pmol/sitio, A) isolada do veneno da Phoneutria
nigriventer, o-CTx-MVIIA (10 pmol/sitio, B) ou da morfina (1000 pmol/sitio, C) em
camundongos. 0 representa valores basais obtidos antes das administragbes dos
tratamentos. Os animais foram avaliados na placa em todos os tempos. Cada ponto
representa a média + erro padrdao de 12-16 animais, dependendo do grupo.
**P<0,01, ***P<0,001 representa o nivel de significancia quando comparado aos
animais tratados com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni).

50



Para avaliar a poténcia e efeito maximo da Pha 13 em causar antinocicepgao
no teste da placa quente, foi construida uma curva dose-resposta para esta toxina 5
horas apds sua administragdo (Figura 2a). A injecao intratecal da Pha1p produziu
efeito antinociceptivo estatisticamente significativo nas doses de 200 e 300
pmol/sitio, com dose efetiva 50 (DEsg) calculada de 85 (24-300) pmol/sitio e efeito
maximo de 85+7%.

A administracdo de w-CTx-MVIIA produziu efeito antinociceptivo maximo de
74128% 5 horas apds sua administragdo com dose efetiva 50 (DEsp) calculada de
0,17 (0,013-2,26) pmol/sitio (Figura 2B). A w-CTx-MVIIA apresentou uma maior

poténcia que a toxina Pha1p no teste da placa quente em camundongos.
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Figura 2. Efeito antinociceptivo produzido pela inje¢édo intratecal da toxina Pha1p3
(30-300 pmol/sitio, A) isolada do veneno da Phoneutria nigriventer ou w-CTx-MVIIA
(0,1-10 pmol/sitio, B) em camundongos. Cada ponto representa a média £ erro
padrdao de 6-13 animais *P<0,05 representa o nivel de significAncia quando
comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste
de Student-Newman-Keuls).
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4.2. EFEITO ANTINOCICEPTIVO EM MODELO DE DOR QUIMICA PERSISTENTE

EM RATOS (FORMALINA)

Semelhante ao observado no teste da placa quente em camundongos, o efeito
antinociceptivo induzido pela administragao intratecal prévia da Pha1p na dose de
200 pmol/sitio, causou antinocicep¢ado na fase inflamatéria quando injetada 10
minutos, 3, 6 ou 24 horas antes da inje¢do de formalina (Figura 3B). A inibicdo da
nocicepgao 3 horas apds a injecdo da Pha1p foi de 60+13%. Da mesma forma, a
Pha1B (200 pmol/sitio) quando administrada 3 horas antes da injegdo de formalina
produziu antinocicep¢cado na 12 fase do teste da formalina com uma inibicdo de

34+7% (Figura 3A).
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Figura3. Efeito antinociceptivo produzido pela inje¢do intratecal da toxina Pha1p
(200pmol/sitio) isolada do veneno da Phoneutria nigriventer no modelo de
nocicepgao causada pela formalina em ratos. Cada ponto representa a médiazerro
padrdao de 6-8 animais.*P<0,05 representa o nivel de significAncia quando
comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste
de Student-Newman-Keuls).

54



A administragdo intratecal da w-CTx-MVIIA, na dose de 100 pmol/sitio,
causou antinocicepcao na fase inflamatdria quando administrada 1 e 3 horas antes
da administracdo de formalina (Figura 4B). Ja a Pha1B, na mesma fase causou
inibicdo em 0,16, 3, 6 e 24 horas antes da administracdo de formalina na pata
(Figura 3B). Desta forma, o efeito da w-CTx-MVIIA foi de duragcdo mais curta do

que a Pha1p .
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Figura 4. Efeito antinociceptivo produzido pela injegao intratecal da w-CTx-MVIIA
(100 pmol/sitio) no modelo de nocicepgdo causada pela formalina em ratos. Cada
ponto representa a média+erro padrao de 5-7 animais. *P<0,05 representa o nivel
de significancia quando comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Para avaliar a poténcia da Phoalf e da w-CTx-MVIIA em causar
antinocicepgao no teste da formalina em ratos, foram construidas curvas dose-
resposta para estas toxinas 3 horas apos sua administragdo (Figura 5). Trés horas
apos a administragao da Pha1p (30-200 pmol/sitio) observou-se redugéo significante
da fase inflamatoria (2% fase, 5B), com dose inibitoria 50 (Dlsg) calculada de 48 (25-
92) pmol/sitio) e inibigdo maxima (Imax) de 67+9%. Ja na fase neurogénica (1° fase,
5A) da nocicepgao induzida por formalina em ratos a Pha1p (67 pmol/sitio) teve
Imax de 55+15%. O valor de Dlso para a 1? fase ndo pode ser calculado pela falta de
relagado dose-resposta clara.

A administragao intratecal de w-CTx-MVIIA (10-200 pmol/sitio) produziu efeito
antinociceptivo na fase inflamatéria(Figura 5D) com Imax de 73+11% e Dlso de 63
(27-145) pmol/sitio. Ja na fase neurogénica (12 fase, 5C) da nocicepgao induzida por
formalina em ratos a w-CTx-MVIIA (200 pmol/sitio) teve Imax de 76+9% e Dlso de 78
(25-249) pmol/sitio para a primeira fase. De maneira geral, a w-CTx-MVIIA teve

poténcia e eficacia semelhante a Pha1p na fase inflamatoria do teste.
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Figura 5. Efeito antinociceptivo produzido pela injecéo intratecal da toxina Pha1p
(30-200 pmol/sitio) isolada do veneno da Phoneutria nigriventer e w-CTx-MVIIA (10-
200 pmol/sitio) no modelo de nocicepgao de formalina 3 horas antes de sua
administracdo na pata de ratos. Cada ponto representa a média * erro padrao de 4-
10 animais, dependendo do grupo.*P<0,05 representa o nivel de significancia
quando comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de uma via seguida
pelo teste de Dunnett).

Posteriormente, investigamos a capacidade da Pha1p de reverter um quadro
nociceptivo ja instalado. A administragao intratecal da Pha1p (10-200 pmol/sitio) 9
minutos apds a inje¢do da formalina foi capaz de reduzir de maneira dependente da

dose a fase inflamatdria de nocicepgéo induzida por este agente algogénico (Figura
58



6A). A Dlsp calculada foi de 50 (25-75) pmol/sitio e a Imax (obtida com a dose de 200
pmol/sitio) foi de 87+5%.

Também investigamos a capacidade da w-CTx-MVIIA reverter um quadro
nociceptivo ja instalado. A administragao intratecal w-CTx-MVIIA (10-200 pmol/sitio,
6B) 5 minutos apods a inje¢cado da formalina foi capaz de reduzir parcialmente a fase
inflamatdria de nocicepgao somente na dose de 100 pmol/sitio (inibicdo maxima de
37+ 14%) e Dlsp maior que 200 pmol/sitio. Assim a Pha1p foi mais eficaz e potente

do que a w-CTx-MVIIA em reduzir um quadro de nocicepgéo ja instalado.
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Figura 6. Efeito antinociceptivo do tratamento intratecal (i.t) Phal1p (10-200
pmol/sitio, A) isolada do veneno da Phoneutria nigriventer ou w-CTx-MVIIA (10-200
pmol/sitio, B) 9 minutos apds a injecao intraplantar de formalina em ratos. Cada
ponto representa a médiaterro padrao de 5-12 animais, dependendo do grupo.
*P<0,05 representa o nivel de significancia quando comparado aos animais tratados
com PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).

O estudo demonstrou que a toxina nativa apresentou atividade
antinociceptiva no teste da formalina. Entdo resolvemos testar a atividade da toxina

recombinante no pds-tratamento no teste da formalina.

60



800+
I PBS (5uL/sitio)
© 600 [ Toxina nativa
3 @ Toxina Recombinante
g
= 400- * %
o
o I
o
E 2004
'_
0-

200 (pmol/sitio)

Figura 7. Efeito antinociceptivo produzido pela inje¢do intratecal da toxina nativa e
recombinante Pha1p (200 pmol/sitio) no modelo de nocicepgdo causada pela
formalina em ratos. Cada ponto representa a média * erro padrdao de 3-5
animais.*P<0,05 representa o nivel de significAncia quando comparado aos animais
tratados com PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-Newman-
Keuls).

Similar ao observado com a toxina nativa, a versdo recombinate da toxina
Pha1p também foi capaz de reduzir a segunda fase da nocicepgao induzida por

formalina quando pés-administrada (Figura 7).

4.3.DOSAGEM “ex vivo” DE GLUTAMATO NO LIQUOR DE RATO

A injecdo de formalina aumenta os niveis de glutamato no liquor, um
fendmeno relacionado a indugéo de dor (Malmberg et al., 1995). Diante disto, foi

realizada uma dosagem “ex vivo” de glutamato em animais tratados com as toxinas
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e submetidos ao teste da formalina. De acordo com dados prévios da literatura,
15minutos apds a injecao de formalina na pata de ratos, os niveis de glutamato no
liquor encontram-se aumentados, quando comparado a animais tratados com PBS
na pata. Observamos que a administragao intratecal de Pha 1 (200 pmol/sitio, i.t.), 3
horas antes ou 9 minutos depois da formalina, foi capaz de reduzir drasticamente o
aumento nos niveis de glutamato no liquor (Figura 8A e B). Da mesma forma que a
Pha1pB, o pré-tratamento com a w-CTx-MVIIA foi capaz de reduzir os niveis de

glutamato no liquor (Figura 8C).
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Figura 8. Efeito da injecao intratecal de Pha1p (200 pmol/sitio, A) e w-CTx-MVIIA
(100 pmol/sitio, C) antes da administragdo de formalina na pata e de Pha1p (200
pmol/sitio, B) apods o quadro nociceptivo ja instalado nos niveis de glutamato do
liquor de ratos (FCE) (n=3-4).
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4.4. EFEITO ANTINOCICEPTIVO EM MODELO DE DOR CRONICA

INFLAMATORIA EM RATOS (ACF)

A administracao intraplantar de ACF produz quadro de dor inflamatdria
crbnica com o aparecimento de uma hipersensibilidade a estimulacdo mecanica
(alodinia mecanica). De fato, 48 horas apds a injecdo do ACF uma significante
diminuicdo na sensibilidade de nocicepcao, verificada na presenga da alodinia
mecanica (tempo 0) quando comparada a sensibilidade basal (Figura 9A). A
administracao intratecal da Pha1 (200 pmol/sitio) foi capaz de reduzir a alodinia por
até 24 horas na maior dose testada (Imax=100%) e a w-CTx-MVIIA foi efetiva por
até 6 horas (Imax=94.3%) (Figura 9A).

De acordo com a figura B, o tratamento dos animais com as toxinas nao alteraram o

limiar para detecgdo em animais sem inflamacéao.
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Figura 9. (A) Efeito do tratamento intratecal (i.t) de Pha1p (200 pmol/sitio) e o-CTx-
MVIIA (100 pmol/sitio) 48 horas apds a injecao intraplantar de ACF . (B) Efeito da
administragdo de Phoa1p (200 pmol/sitio) e o-CTx- MVIIA (100 pmol/sitio) na
sensibilidade mecanica em ratos sem a administracido de ACF. b representa valores
basais obtidos antes da injeg¢ao intraplantar de ACF. Cada ponto representa a média
+ erro padrdo de 8-10. *P<0,05 representa o nivel de significAncia quando

comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste
de Bonferroni).
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4.5. EFEITO ANTINOCICEPTIVO EM MODELO DE DOR INCISIONAL EM

CAMUNDONGOS

Para avaliar o efeito das toxinas sobre a nocicepcdo incisional, foram
administradas previamente a cirurgia (30 minutos antes) Phai1p (100 e 200
pmol/sitio), w-CTx-MVIIA (1 e 10 pmol/sitio), morfina (1000 pmol/sitio) ou veiculo
(PBS, 5 uL/sitio). Verificou-se efeito antinociceptivo por até 24 horas produzido pela
Pha1B (200 pmol/sitio) (Figura 10 B). Quando Phal1p (100 pmol/sitio) foi
administrada em camundongos, sua agao antinociceptiva foi mais curta (Figura 10
A). Ja a administragdo de w-CTx-MVIIA (10 pmol/sitio) teve um efeito
antinociceptivo mais curto (Figura 11) em relagcdo a Pha1 e a morfina numa
dosagem 5 a 10 vezes maior que a Pha1p, produziu efeito antinociceptivo apenas

na terceira hora apds sua administracdo com uma inibicdo 51+ 9% (Figura 10 C).
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Figura 10. Efeito da administragdo prévia de Pha1p (100 e 200 pmol/sitio, A B),
veiculo (PBS, 5 pL/ sitio) ou morfina (1000 pmol/sitio, C) 1-24h apds a cirurgia na
pata dos animais (n=6-11). B representa valores basais obtidos antes do
procedimento incisional * P< 0,05 representa o nivel de significAncia quando
comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste
de Bonferroni).
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Figura 11. Efeito da administracdo prévia de w-CTx-MVIIA (1 e 10 pmol/sitio) ou
veiculo (PBS, 5 pL/ sitio) 1-6h apds a cirurgia na pata dos animais (n=8-9). B
representa valores basais obtidos antes do procedimento incisional * P< 0,05
representa o nivel de significancia quando comparado aos animais tratados com
PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni).

Posteriormente, investigamos a capacidade da Pha1p de reverter um quadro
nociceptivo ja instalado trés horas apds a incisao na pata do animal (Figura 12, A B).
O tratamento com a Pha1p foi capaz de reduzir a alodinia por até 24 horas na maior
dose testada (Imax= 49+5%). Por outro lado, a morfina ndo teve uma eficacia muito
grande neste teste, pois so teve atividade anti-alodinica na terceira hora apds a
cirurgia com inibigdo de 35+11% (Figura 12, C). A w-CTx-MVIIA teve atividade anti-
alodinica de mais curta duracdo, pois nao apresentou esta atividade por até 24

horas (Figura 13), diferente da Pha1p (Figura, 12 B).
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Figura 12. Efeito da administragao intratecal (i.t) de Pha1 (100 e 200 pmol/sitio, A
B), veiculo (PBS, 5 uL/sitio) ou morfina (1000 pmol/sitio, C) 3-24h apds a cirurgia na
pata do animais (7-8 animais). B representa valores basais obtidos antes do
procedimento incisional *P< 0,05 representa o nivel de significAncia quando
comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste

de Bonferroni).
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Figura 13. Efeito da administragcao intratecal (i.t) de w-CTx-MVIIA (1 e 10
pmol/sitio), veiculo (PBS, 5 uL/sitio) 3-24h apds a cirurgia na pata do animais (10-11
animais). B representa valores basais obtidos antes do procedimento incisional *P<
0,05 representa o nivel de significancia quando comparado aos animais tratados
com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni).

4.6. EFEITO ANTI-ALODINICO EM MODELO DE DOR PARCIAL NEUROPATICA

EM CAMUNDONGOS

Como esta apresentado na figura 14 A a ligagao parcial do nervo ciatico
produziu uma diminuigcdo no limiar de nocicepg¢ao caracterizando um quadro de
alodinia mecanica na pata ipsilateral a lesdo quando comparado com o grupo falso-
operado. O procedimento cirurgico nao alterou o limiar de resposta das patas
contralaterais a lesdo dos animais operados e falso-operados (Figura 14 B).

A administragdo de Pha1p foi capaz de reduzir de forma significativa a alodinia
mecanica induzida pela constricdo parcial do nervo ciatico com efeito por até 4 horas

apos a administragéo.
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Figura 14. (A) Efeito da adminstragdo intratecal de Pha1p (30 pmol/sitio) na
alodinia mecénica induzida por lesdo parcial no nervo ciatico em camundongos. O
efeito da Pha 1B foi expresso como limiar 50% (g) para a retirada da pata. (B) Efeito
da administracdo de Phal1p (30 pmol/sitio) na sensibilidade mecanica em
camundongos. B representa valores basais obtidos antes do procedimento
incisional. *P< 0,05 representa o nivel de significAncia quando comparado aos

animais tratados com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni)
(6-7 amimais).

71



4.7. EFEITOS ADVERSOS EM RATOS

A administragao intratecal de grandes doses de bloqueadores de canais de
calcio tipo N pode produzir varios efeitos adversos, incluindo disfungdes motoras
graves, as quais poderiam interferir nos testes de nocicepgéo, pois estes testes
dependem da integridade motora do animal (Malmberg e Yaksh, 1994). A
administragao intratecal da Pha1p produziu efeitos adversos de maneira significativa
nas doses de 600 e 1000 pmol/sitio (Figura 15 A). Os efeitos adversos foram
caracterizados pelo aparecimento de alodinia, serpenteado de cauda e tremores
com valor de dose toxica 50 (DTsp) de 788 (485-1278) pmol/sitio. Por outro lado, a
administragao intratecal da Pha1p na dose de 200 pmol/sitio ndo causou nenhum
efeito adverso detectavel. Desta forma, a administracédo intratecal da Pha1p pode
produzir o efeito antinociceptivo em doses onde n&o produz efeitos adversos.
Baseados nos valores de DTsp (788 pmol/sitio) na avaliagdo dos efeitos adversos e
de Dlso (48 pmol/sitio) no teste da formalina em ratos, observamos que a janela
terapéutica da Pha1p dada por via intratecal € de cerca de 16 vezes.

De forma diferente, a administragao intratecal da w-CTx-MVIIA produziu o
efeito antinociceptivo em doses onde apresentou efeitos adversos (Figura 15 B),
com valor de DTso de 287 (147-562 pmol/sitio). Com base nos valores de DTsp, a w-
CTx-MVIIA foi 2,7 vezes mais potente do que a Pha1B em induzir toxicidade. Além
disto, a janela terapéutica da w-CTx-MVIIA foi mais estreita do que a da Pha1p
(aproximadamente 4,6 vezes). Estes resultados demonstram que a Phalp
apresenta analgesia em doses onde ndo apresenta toxicidade observavel, diferente

da w-CTx-MVIIA.
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Figura 15. Efeitos adversos causados pela administragéo intratecal de Pha1p (200-
1000 pmol/sitio, A) ou w-CTx-MVIIA (3-600 pmol/sitio, B) em ratos. Cada ponto

representa a mediana % intervalos interquartis de 3-6 animais.
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4.8. AVALIACAO NEUROLOGICA

De acordo com as figuras abaixo observamos que n&o houve sequelas
neurolégicas causadas pela administragcdo de Phai1p (200 pmol/sitio) ou w-CTx-

MVIIA (100 pmol/sitio) em ratos.
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Figura 16. Efeitos adversos na avaliagdo neurologica global (A) e foot print (B)
causados pela administragao intratecal de Pha 1 (200 pmol/sitio) ou w-CTx-MVIIA
(100 pmol/sitio) em ratos. Cada ponto representa a mediana + intervalos interquartis
de 6-8 animais.
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4.9. EFEITOS ADVERSOS EM CAMUNDONGOS

Outra forma de avaliacdo de efeitos adversos motores foi a investigacéo da
atividade locomotora forgada em camundongos (figura 17). Podemos observar que
as doses da Pha1p e da w-CTx-MVIIA que causaram antinocicepgao nao causaram
sedagao ou reducdo da performance motora. Isto é, ndo causaram alteragcdo na
laténcia da 12 queda (figura 17 A) e nem no numero de quedas (figura 17B). No teste
do campo aberto, ndo houve alteracdo na exploragao vertical e horizontal (figura

17C, D). No teste de forga de agarre, ndo houve alteragéo.
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Figura 17. Dados expressos como Média + SEM do numero de quedas (n=6-8).
PBS (veiculo, 5 pl/i.t.) e Pha1p (200 pmol/sitio, i.t.) ou w-CTx-MVIIA (10 pmol/sitio,
i.t.).*P<0,05 representa o nivel de significancia quando comparado aos animais
tratados com PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-Newman-
Keuls).
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4.10. EFEITOS SOBRE A FREQUENCIA CARDIACA (FC) E PRESSAO

ARTERIAL MEDIA (PAM) EM RATOS

Trinta minutos apds a administracdo das toxinas Pha1p e o-CTx-MVIIA, nao
houve diminuicdo na frequéncia cardiaca dos animais. Ja em 3 horas, apds a
administragdo a o-CTx-MVIIA causou taquicardia (Figura 18C). Por outro lado, a
Pha1B ndo causou nenhuma alteragdo na frequéncia cardiaca 3 horas apds sua

administragao.
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Figura 18. Efeito produzido pela inje¢édo intratecal da Pha1 (200 pmol/sitio), w-
CTx-MVIIA (100 pmol/sitio) na frequéncia cardiaca em ratos. A) Basal B) 30 min
apos a administracdo dos tratamentos, C) 3h apds a administracdo dos tratamentos.
Cada ponto representa a médiaterro padrao de 3-4 animais. *P<0,05 representa o
nivel de significancia quando comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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A Pha1p e a ®-CTx-MVIIA causaram reducéo na pressao arterial média comparado
com o basal, depois de 0,5 horas de administracdo, enquanto que em 3 horas as
PAMs dos ratos submetidos a acao das toxinas retornaram aos niveis basais.
125+
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Figura 19. Efeito produzido pela injegao intratecal da Pha1p (200 pmol/sitio) e w-
CTx-MVIIA (100 pmol/sitio) na avaliagdo da pressao arterial em ratos. A) Basal B)
30 min apdés a administragdo dos tratamentos, C) 3h apds a adminstragdo dos
tratamentos. Cada ponto representa a médiaterro padrao de 3-4 animais. *P<0,05
representa o nivel de significancia quando comparado aos animais tratados com

PBS (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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4.11. EFEITO DAS TOXINAS BLOQUEADORAS DE CANAL DE CALCIO NA
LIBERACAO DE GLUTAMATO EM SINAPTOSSOMAS DE RATO INDUZIDA POR

CAPSAICINA

Testes ‘in vitro” verificaram o efeito da Pha1p e w-CTx-MVIIA na liberagédo de
glutamato induzida por capsaicina em sinaptossomas de medula espinhal de ratos.
Desse modo, a Phal1p (2,5-7,5 uyM) reduziu a liberagdo de glutamato induzida por
capsacina, com Clsp de 2,1 (0,8-5,4) uM e Imax de 9318 % (Figura 20 A). A liberagéo
de glutamato foi diminuida pela w-CTx-MVIIA, com Cls, de 6,2 (1,8-21,0) uM e Imax

de 71+8 % (Figura 20 B).
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Figura 20. Efeito bloqueador da liberacdo de glutamato em sinaptossomas de
medula de ratos por Pha1p (1,25-7,5 uM, A) e w-CTx-MVIIA (1,25-7,5 uM, B) antes
da despolarizacdo com capsaicina. Resultados representam a média * erro padrao
de 3-5 experimentos. *P<0,05 representa o nivel de significancia quando comparado
com capsaicina (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
# representa o nivel de significancia quando comparado PBS com KRH.
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4.12. EFEITO DAS TOXINAS BLOQUEADORAS DE CANAL DE CALCIO NA
MEDIDA DA CONCENTRACAO DO CALCIO INTRACELULAR EM

SINAPTOSSOMAS DE RATO.

Também foram realizadas medidas do calcio intrasinaptossomal de medula
espinhal de ratos na presenca de Phal1p (1,25-5 uM) e w-CTx-MVIIA (1,25-5 uM)
com a despolarizagdo de capsaicina. Desse modo, a Pha1p (1,25 pM) reduziu a
entrada de calcio com uma inibicdo de 46+10% (Figura 21 A) e a w-CTx-MVIIA (1,25

MM ) produziu uma inibicdo de 51+4 % (Figura 21 B).
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Figura 21. Efeito da Pha1p (1.25-5.0 uM, A) ou da w-CTx-MVIIA (1.25-5.0 uM, B) no
aumento da [Ca®']i induzido por capsaicina em sinaptossomas de medula espinhal
de ratos. Resultados representam a média £ erro padrdo de 3-6 experimentos.
*P<0,05 representa o nivel de significAncia quando comparado as analises com
capsaicina (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls). #
representa o nivel de significancia quando comparado PBS com KRH.
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5. DISCUSSAOQ
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A dor é um sintoma que afeta milhares de individuos diariamente, sendo
comum a muitas patologias. Embora exista uma ampla gama de analgésicos
disponiveis no mercado, esses possuem efeitos adversos que acabam por limitar o
tratamento terapéutico. Além disto, algumas dores sao refratarias aos analgésicos
disponiveis (Mendell e Sahenk, 2003). Devido a isso, ha uma grande necessidade
de farmacos com maior especificidade, menor toxicidade e com indicacdo para
modalidades de dor ainda de dificil tratamento, como as de origem neurogénicas
(Millan, 1999). Portanto, € bem conhecido o grande interesse das companhias
farmacéuticas no desenvolvimento de compostos mais efetivos e seguros para o
tratamento da dor.

Neste estudo investigamos um novo agente para o controle da dor. A toxina
Pha1B mostrou ser bloqueadora de canais de calcio sensiveis a voltagem (CCSV)
com preferéncia para inibicao de correntes tipo N (Vieira et al., 2005). Os ions calcio
desempenham um papel fundamental na regulagdo de varios processos bioldgicos,
como o envolvimento na nocicepg¢ao. As mudancas transitorias na concentracdo dos
ions calcio no citoplasma representam um passo crucial na liberacdo de
neurotransmissores € na modulagcdo da excitabiidade da membrana celular
(Zamponi e Snutch, 1998).

Varios trabalhos tém demonstrado que bloqueadores de canais de calcio,
como as toxinas animais, apresentam atividade antinociceptiva, em diferentes
modelos de nocicepg¢ao (Prado, 2001). Ha evidéncias por estudos farmacoldgicos,
eletrofisiolégicos e moleculares indicando que CCSV, especialmente o tipo N,
exercem um importante papel no controle de processos nociceptivos na medula

espinhal (Altier e Zamponi, 2004).
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Os canais de calcio do tipo P/Q parecem importantes no inicio, porém nao na
manutencdo da nocicepcgao. Entretanto, os canais de calcio do tipo N participam
tanto no inicio quanto na manutencdo da nocicepcao (Malmberg e Yaksh, 1994).
Toxinas que interferem em canais de calcio podem ser utilizadas para modular a
liberagdo de neurotransmissores em condigdes patoldgicas, tais como isquemia
cerebral e dor (Mljallich et al., 1995).

O veneno da aranha Phoneutria nigriventer contém um coquetel de toxinas
que afetam os canais ibnicos (revisado por Gomez et al., 2002) sendo que a maioria
desses peptideos sao bloqueadores de canais de calcio.

Assim, as toxinas do veneno da Phoneutria nigriventer que bloqueiam CCSV
(Prado et. al, 1996; Miranda et al., 1998) podem oferecer uma nova fonte de drogas
para intervencao terapéutica. O veneno da aranha Phoneutria nigriventer possui
varias fracbes de polipeptideos toxicos, algumas dessaa possuindo agdes
neurotdxicas (Rezende et. al, 1991). Um desses componentes, designado, PhTx3,
inibe a liberagado de glutamato dependente de calcio e 0 aumento da concentragao
de calcio no citosol em resposta a despolarizagao por KCI (Prado et. al, 1996). A
purificacdo da fragcdo PhTx3 levou a seis isotoxinas designadas TX3-1 a TX3-6
(Cordeiro et. al, 1993).

Nossos resultados mostram que em modelos animais a Pha1f3 apresenta um
numero de vantagens quando comparada com a ziconotida, uma toxina clinicamente
usada para o tratamento da dor.

A iesao em tecidos periféricos, tais como a pele, visceras, libera mediadores
algogénicos que ativam os nociceptores e os sensibilizam. Essa ativagdo dos
nociceptores na periferia produz mensagens que convergem no corno dorsal da

medula espinhal, processando a informagao nociceptiva e projetando-a para o cortex
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cerebral, causando dor (Woolf e Salter, 2000). No presente estudo, mostramos que
um novo antagonista de CCSV, administrado por via intratecal, foi capaz de induzir
uma potente antinocicepgdo em testes classicos para a medida da dor aguda e
crbénica. Varios modelos de nocicepcédo podem ser utilizados para avaliar a atividade
antinociceptiva de diferentes compostos. No entanto, de uma maneira geral, esses
modelos possuem caracteristicas proprias que devem ser consideradas, tais como
simplicidade, reprodutibilidade, validade dos resultados obtidos e principalmente, a
possibilidade de serem correlacionados com estudos clinicos (Besson, 1999; Le
Bars et al., 2001). O modelo de dor induzido pela inje¢ao intraplantar de formalina é
uma das ferramentas mais usadas para pesquisa de compostos com acao
antinociceptiva (Hunskaar e Hole, 1987; Mcnamara et al., 2007). O teste da
formalina é usado para examinar possiveis efeitos na nocicepcédo aguda e
persistente, porque € produzido um comportamento bifasico com uma transicao da
dor aguda (primeira fase) para o estado de dor mais persistente (segunda fase). A
primeira fase da nocicepgao (fase neurogénica) envolve principalmente a
estimulacao das fibras aferentes do tipo C, que induzem a um comportamento de
dor verificado através da lambida ou mordida na pata injetada (Shibata et al., 1989;
Tjolsen et al., 1992) e a segunda fase (fase inflamatdria) reflete o estimulo continuo
proveniente da primeira fase (Ji e Woolf, 2001). A entrada de estimulos nociceptivos
no SNC ativa as vias descendentes inibitdérias analgésicas e comportamentalmente,
pode ser observada uma interfase entre cinco a quinze minutos apos a aplicacéo de
formalina, periodo no qual praticamente ndo é observada resposta nociceptiva
(Millan, 2002).

Por outro lado, a liberagdao de mediadores nociceptivos, durante a primeira

fase do teste da formalina, causa extravasamento plasmatico, vasodilacido de
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capilares vizinhos, ativacdo de fibras simpaticas, de mastécitos e de macréfagos.
Esse processo, também, induz a liberacdo de mais mediadores do processo
inflamatadrio, tais como as cininas, prostaglandinas, citocinas, dentre outros (Shibata
et al., 1989; Corréa e Calixto, 1993). Esse conjunto de mediadores inflamatérios
produz sensibilizacdo das vias periféricas e centrais de conducdo da dor,
caracteristica da segunda fase da nocicepcao (fase inflamatdria), observada de
quinze a trinta minutos ap6s a aplicagdo da formalina (Hunskaar e Hole, 1987;
Tjolsen et al., 1992). Neste teste, a Phalf n&o somente previniu a 22 fase
comportamental, quando administrado antes da inje¢cao de formalina, mas também
reverteu a 22 fase comportamental, desde que administrada depois da injegao de
formalina. Estas observagdes possibilitam que nos estados de dor persistente, a
Pha1B possa ser usada ndo somente para a pré-analgesia, quando a dor pode ser
antecipada (p.ex. exemplo na dor pds-cirurgica), mas também para as situagdes
mais comuns em que o tratamento € procurado, logo depois do estado de dor estar
estabelecido (Mathur, 2000). A w-CTx-MVIIA pode, também, reverter um quadro de
nocicepgao ja estabelecido, todavia € menos potente e menos eficaz que a Pha1p
para produzir tal efeito.

A fim de se obter a confirmacdo do efeito antinociceptivo dos compostos
testados, avaliando-os frente a outro tipo de estimulo nocivo, utilizou-se o teste da
placa-quente. Este modelo de dor, diferente do teste da formalina, mede a resposta
nociceptiva a um breve estimulo nocivo. No teste da placa quente, o estimulo
térmico ativa nociceptores que transmitem a informagao nociceptiva aguda ao corno
dorsal da medula espinhal e, posteriormente, a centros corticais, produzindo uma
resposta nociceptiva organizada (Mogil e Adhikari, 1999). Por esse motivo, a placa

qguente é também um dos modelos mais utilizados no estudo de drogas analgésicas,
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principalmente de drogas que possuem acao no SNC, tais como opidides (Ankier,
1974; Lé Bars et al., 2001). A Pha1p ou a w-CTx-MVIIA também produziram um
potente efeito analgésico no teste da placa quente. A baixa poténcia da Pha1f,
comparada com a w-CTx-MVIIA, para produzir analgesia na placa quente, pode ser
uma caracteristica interessante, pois o tipo de nocicepcdo induzida pela placa
guente (térmica e aguda), tem uma importante fungéo protetora na preservagao dos
organismos Vivos e seu bloqueio deve ser evitado, em certas circunstancias.

A necessidade de testar novas drogas em animais, antes da aplicagdao em
humanos, é reconhecida por cientistas do mundo inteiro. A toxicidade varia entre as
espécies. Os efeitos adversos em caes sao verificados de maneira mais precisa do
que em roedores. Ja, entre os roedores, as repostas sao diferentes, pois os
camundongos, apresentam maiores resultados falso-positivos que os ratos.
Portanto, os ratos sao espécies mais preditivas que camundongos na investigagao
de novas drogas, sendo mais confiaveis (Greaves, 2004). O estudo, realizado com a
Pha1B, concorda com esses resultados, apresentando poucos efeitos adversos.
Uma vez que a w-CTx-MVIIA apresenta efeitos adversos em humanos, com uma
janela terapéutica estreita, estudos comparativos com as toxinas foram realizados
em ratos para buscar-se uma maior seguranga na resposta antinociceptiva. Assim,
verificou-se que ratos tiveram resultados mais claros, comparados a
comamundongos.

Estudos in vitro sdo importantes para a investigagdo de determinados
mecanismos de acdo para avaliacdo dessas atividades antinociceptivas. CCSVs
tipo-N, na medula espinhal, parecem ter um importante papel, modulando a
liberacdo de neurotransmissores pro-nociceptivos. De fato, observamos que a

administracdo intratecal da Phal1pf ou da w-CTx-MVIIA foi capaz de reduzir o
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aumento na concentragao de glutamato no liquor (FCE), causado pela formalina em
ratos, um efeito que poderia estar relacionado com uma inibicao do influxo de calcio
e consequente liberagdo de glutamato de terminais espinhais de neurbnios
sensoriais.

Para confirmar essa hipotese, realizamos estudos com terminais nervosos
(sinaptossomas) obtidos de medula espinhal de ratos, pois sinaptossomas sao
modelos bem reconhecidos e amplamente utilizados no estudo de mecanismos pré-
sinapticos envolvidos no processo de liberagao de neurotransmissores. Métodos que
utilizam preparagdes sinaptossomais possuem tanto vantagens como desvantagens,
quando comparados a medidas eletrofisiolégicas convencionais da transmisséo
sinaptica. O uso de sinaptossomas oferece vantagens como poder controlar melhor
o estimulo despolarizante, a concentragdo de antagonistas peptidicos, além de
contornar problemas de medidas de correntes sinapticas, vindas de membranas
pos-sinapticas (Turner e Dunlap, 1995).

Observamos que a Pha1B e a w-CTx-MVIIA bloquearam a liberacdo de
glutamato e reduziram amplamente o aumento de calcio intra-sinaptossomal,
evocados por capsaicina, em sinaptossomas de medula espinhal. Como estimulo
usado para essa investigacao in vitro (capsaicina) ativa exclusivamente terminagoes
de neurbnios sensoriais que detectam estimulos nocivos (nociceptores) (revisado
por Calixto et al., 2005), nossos resultados in vitro podem ter uma relagdo com 0s
achados in vivo. Além do mais, nossos resultados concordam com descobertas
prévias, demonstrando que canais de calcio tipo N podem ser preferencialmente
associados para a liberacdo de glutamato na transmissao nociceptiva, no nivel da
medula espinhal, seguindo a inflamagéo de formalina (Gruner e Silva, 1994). Entao,

a diminuicdo na liberacdo de neurotransmissores de terminais pré-sinapticos, por
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reducao do influxo de calcio, reduziria a atividade de neurbnios do corno dorsal da
medula espinhal, reduzindo assim a resposta nociceptiva.

Posteriormente avaliamos os possiveis efeitos antinociceptivos da Pha13 em
outros modelos de dor, com maior correlacado clinica. Devido a alta efetividade de
Pha1B em inibir a segunda fase do teste da formalina, e somando-se ao fato da
grande dificuldade de tratamento da dor inflamatéria, julgou-se oportuno iniciar a
avaliacao da acao desse composto em modelos de dor inflamatéria. Para isso foram
utilizados o modelo de dor inflamatdria crénica, induzida pela aplicacao intraplantar
de ACF e o modelo de dor inflamatéria aguda, provocada por incisao plantar.

A injecdo intraplantar de ACF, em animais, constitui um modelo de dor
inflamatdria que tem similaridade com doencgas crénicas humanas, tais como artrite
reumatdide e as inflamagdes severas nas articulagdes (Tjolsen e Hole, 1997). A
injecao de ACF causa alodinia que € mediada pela sensibilizagao local do nociceptor
e por mecanismos sistémicos neurais (como a sensibilizagdo central) e imunes
(como o aumento dos niveis locais e séricos de citocinas) (Woolf et al., 1997). No
presente estudo, a injecao intraplantar de ACF produziu uma acentuada alodinia
mecanica na pata injetada dos animais, 48 horas apds sua administracdo. O
tratamento dos animais com Pha1(, administrada por via intratecal, foi eficaz em
inibir a alodinia mecanica induzida por ACF, um efeito que iniciou 1 hora apds sua
administracao e que perdurou até 24 horas, enquanto que a ®-CTx-MVIIA perdurou
até 6 horas. Pouco € conhecido sobre o papel de canais de calcio sensiveis a
voltagem, nesse modelo de dor inflamatdria crénica. Rycroft e colaboradores (2007)
estudaram as sinapses entre as fibras aferentes primarias e neurbnios do corno
dorsal da medula espinhal de ratos, trés dias apds a indugao da inflamagado com

ACF. Curiosamente, foi observada uma redugdo na contribuicdo de correntes de
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calcio tipo N para a transmissdo aferente em neurbnios positivos para o receptor
NK1 para taquicininas, encontrados na lamina | da medula espinhal, mas ndo em
sinapses da lamina Il ou em sinapses inibitoérias (Rycroft et al., 2007). Existem
algumas explicagdes para a eficiente redugao na nocicepgao induzida por ACF, apos
o tratamento com Pha1B, mesmo com a reducao de correntes N na Iamina |. De fato,
€ demonstrada que a alodinia, causada por ACF, esta correlacionada com a
neuroplasticidade em neurénios da lamina Il da medula espinhal (Martin et al., 1999)
e que existe um aumento na expressao de receptores NK1, na lamina |l da medula
espinhal trés dias ap6s a injecao de adjuvante (Honore et al., 1999).

O modelo de dor induzida por incisao plantar, € uma ferramenta amplamente
utilizada para estudo experimental da dor pds-operatdria, devido as similaridades
com a dor poés-operatéria em humanos (Brennan et al., 1996; Pogatzki e Raja,
2003). Além disso, o perfil farmacolégico de diferentes classes de analgésicos, no
modelo de dor incisional, parece ser muito similar ao obtido na clinica. A
administragdo oral de antiinflamatérios nao-esteroides (AINEs), como a
indometacina ou de inibidores seletivos da COX-2, reduzem a hiperalgesia e a
alodinia mecanica induzida por incisao plantar em ratos (Whiteside et al., 2004). No
presente estudo, o procedimento incisional na superficie plantar da pata traseira dos
animais, provocou uma acentuada alodinia mecanica. O tratamento dos animais
com Pha1B e a o-CTx-MVIIA diminui a alodinia mecanica induzida por incisao,
quando administrados antes ou apds o procedimento incisional. Um dado
interessante obtido é o fato de que a administracdo intratecal dessas toxinas,
produziu efeito profilatico (quando administrados antes do procedimento incisional) e
terapéutico (quando administrados apds o procedimento incisional), com similar

eficacia antinociceptiva. Entretanto, o efeito anti-alodinico da ®-CTx-MVIIA foi
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menos duradouro. Nossos resultados concordam com dados prévios da literatura
que demonstram que a administracdo intratecal de ziconotida reduz a alodinia
mecanica pos-incisional em ratos e a dor poés-cirurgica em humanos (Wang et al.,
2000; Atanassoff et al., 2000).

Outro tipo de dor investigada foi a dor neuropatica, que, € produzida por lesdo
em nervos (Bennett, 1999b; Hogan, 2002). E descrito na literatura que apés a lesao
nervosa periférica, ocorre um aumento na concentragao citosélica de calcio, nos
neurdnios da medula espinhal. Esse influxo de calcio ativa a calcio-calmodulina
quinase Il, que fosforila varios receptores presentes nos neurbnios da medula,
causando uma plasticidade neuronal, contribuindo para a sensibilizacdo central
(Fang et al., 2002). No presente estudo, a ligagdo parcial do nervo ciatico, em
camundongos, provocou a redugado do limiar nociceptivo (alodinia mecanica). As
toxinas mostraram uma atividade anti-alodinica prolongada, permanecendo esse
efeito até 4 horas apds a administracdo de Pha1B. Esses resultados estdo de acordo
com os estudos prévios, cujos bloqueadores de canais de calcio tipo N, reduziram a
alodinia mecanica, causada por ligagao de nervos espinhais em ratos (de Chaplan et
al.,1994) e a dor neuropatica, de diversas etiologias em seres humanos (\Wermeling
et al., 2006). Nosso achados sao importantes, pois os analgésicos tradicionais tém
limitado valor terapéutico no tratamento da dor neuropatica e podem, ao contrario,
representar um risco para o paciente, devido a seus efeitos colaterias (Woolf e
Mannion, 1999)

A fim de eliminar a possibilidade de que Pha1p ou a w-CTx-MVIIA, avaliadas
no presente estudo, possam estar provocando alteracdes no comportamento dos
animais, que poderiam ser confundidos com antinocicep¢ao, foram avaliados varios

efeitos adversos em roedores.
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Os resultados obtidos em camundongos demonstraram que nenhum dos
compostos investigados, nas doses que causam antinocicepgado, provocaram dano
motor, quando avaliados pela locomogao forcada, no teste da locomocgao forcada no
cilindro giratério (rotarod) ou alteragdo na locomog¢ao espontdnea, no teste do
campo aberto (open-field). Assim, o efeito antinociceptivo observado pelas toxinas
parece nao estar associado diretamente a alteragcbes motoras ou sedativas em
camundongos.

Por outro lado, foi previamente mostrado que a inje¢ao intratecal de w-
conotoxinas em ratos causam serpenteado de cauda com tremor corporal, sugerindo
alteragdes motoras relacionadas ao cerebelo (Malmberg e Yaksh, 1994; Smith et al.,
2002)). No presente estudo, confirmamos esses dados da literatura e demonstramos
que nao somente a w-CTx-MVIIA, mas também a Pha1B, produzem alteracdes
motoras em ratos, verificadas por pelo menos 20 minutos, apés administradas por
via intratecal.

Diferente dos ratos, movimentos de serpenteado de cauda e tremor do corpo
puderam ser raramente detectados em camundongos, sugerindo que essa espécie
nao € muito adequada para verificar efeitos adversos de toxinas bloqueadoras de
CCSV.

Como a w-CTx-MVIIA pode produzir em humanos efeitos adversos, esses
resultados sugerem que ratos sdo mais sensiveis e possuem mais propriedades
para detectar efeitos adversos de bloqueadores de canais de calcio, injetados
intratecalmente. Isso é evidenciado, ja que a Pha1B é capaz de produzir maxima
analgesia, com doses em que nao induz efeitos adversos. Em contraste, a analgesia
maxima, induzida por w-CTx-MVIIA, pode ser somente observada em doses que

causaram severos efeitos adversos.
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Essas descobertas sugerem que a Pha1p tem uma maior janela terapéutica
comparada com a w-CTx-MVIIA, podendo ser superior a eficacia para o alivio da
dor, sendo possivel de ser usada na clinica. Entretanto, mais testes pré-clinicos e
toxicolégicos, podem ser conduzidos para o uso de Pha13 em humanos. Em relagéo
a isso, fomos capazes de obter uma toxina funcional recombinante Pha1, capaz de
produzir uma resposta similar a toxina nativa, podendo facilitar futuros estudos pré-
clinicos e clinicos.

O melhor perfil analgésico de Pha1$3, comparada com a w-CTx-MVIIA (baixa
poténcia em dor fisiolégica aguda, maior poténcia na dor patoldgica persistente e
maior janela terapéutica) pode ser explicado por varios fatores, incluindo diferentes
afinidades de toxinas para os estados ativados ou variantes de splicing de canais de
célcio sensiveis a voltagem tipo-N, ligando em outros tipos de CCSVs (Altier et al.,
2007). Como nem todos CCSV-N sao equivalentes na nocicepgao, variantes de
splicing especificas para esses canais, podem ser estratégias no alvo de novas
drogas para o tratamento da dor. Bell e colaboradores (2004) identificaram uma
nova variante de splicing para CCSV-N em neurdnios nociceptivos. A expressao
dessa nova variante possibilita o alvo de especificos bloqueadores de canais N em
inibir seletivamente a transmissao de sinais da dor mediada por canais de calcio.
Estudos realizados por Altier e colaboradores (2007) demonstram que diferentes
isoformas de splice de CCSV-N medeiam fungdes fisioldgicas distintas, controlando
diferentes vias nociceptivas, durante a hiperalgesia, na transmissédo do estimulo
térmico e mecanico.

As diferentes afinidades de toxinas para os estados ativados dos canais,

podem ser fundamentais em suas agoes.
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Diferente da w-CTx-MVIIA que possui uma janela de seletividade de pelo
menos 100 vezes para o canal N em relagdo aos outros CCSV, a Pha1p também
pode atuar em outros tipos de CCSVs, envolvidos na transmissao da dor na medula
espinhal, tais como canais P/Q, R e L, em concentragdes proximas que bloqueiam
CCSV-N, podendo facilitar suas ag¢des analgésicas. Além disso, como os estudos
anteriores eletrofisioldgicos, foram somente focados em CCSVs, ndo podemos
excluir o papel de canais idnicos. Como as toxinas sado bloqueadoras de CCSV-N e
apresentaram diferenca na eficacia e poténcia em testes de nocicepgao, outros
canais ibnicos poderiam estar envolvidos, como os canais catibnicos nao- seletivos
(CCNS), entre eles receptores de potencial transitério (TRP), canais idnicos
sensiveis a acidos (ASIC) e receptores para glutamato ionotrépicos . CCNS
possuem ampla expressdo, e ativam correntes produzindo uma despolarizagao
persistente da membrana, capaz de envolver uma variedade de processos
neuronais, como a transmissao da dor. Varias toxinas isoladas de veneno de
aranhas possuem acao antinociceptiva bloqueando esses canais (Mazzuca et al.,
2007)

Uma das familias dos CCNS sdo os TRPs, permeaveis ao calcio. Sao
expressos principalmente numa subpopulacido de pequenos neurdnios de DRG com
fibras C ndo-mielinizadas, ativados por capsaicina, temperaturas maiores que 43°C,
protons. Esses canais estdo envolvidos no processo de dor inflamatdria e
neuropatica..

Outros canais ibnicos, sdo os ASIC, sendo esses ativados por baixo pH,
encontrados em neurdnios sensiveis primarios. Apresentam-se numa variedade de
sensacodes de dor. Um exemplo de bloqueador desse canal € o peptideo isolado do

veneno da tarantula (PcTx1), um candidato a aplicagdes terapéuticas, que libera
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opidides enddgenos, possuindo uma boa eficacia na dor. A toxina Pha1p poderia
estar agindo como um bloqueador desse canal, liberando meta-encefalinas no fluido
cérebro espinal, atuando em receptores opidides, podendo explicar seu efeito
duradouro na nocicepgao.

Também associados a nocicepgao, encontram-se os receptores ionotropicos
de glutamato, n-metil-aspartato (NMDA), familia de nociceptores ativados por
glutamato e aspartato, induzindo a estimulagdo nociceptiva. Tem-se demonstrado
que agonistas de NMDA, quando administrados em roedores apresentam
comportamento de dor. E que antagonistas de NMDA produzem respostas
analgésicas (Corderre e Melzack, 1992). Esse receptor esta envolvido,
principalmente, na dor crbnica, utilizando-se terapeuticamente hoje, a Ketamina
(antagonista NMDA), no tratamento de neuropatias (Nihon Hansenhyo, 2008).

Mais estudos devem ser realizados para elucidar a acdo da Pha1p com
esses canais iénicos.

Um dos principais efeitos adversos causados pela administragao intratecal de
ziconotida em humanos € a hipotensao (Pen e Paice, 2000). No presente estudo,
verificamos que tanto a Pha1f3, quanto a w-CTx-MVIIA, reduziram a pressao arterial
meédia, quando verificada 30 minutos apds a administracdo via intratecal. Porém,
diferente da Pha1f3, a w-CTx-MVIIA induz um aumento na freqiéncia cardiaca e tem
uma tendéncia para reduzir a pressao arterial, 3 horas apds sua administragao.
Nossos dados contrastam com estudos prévios em que a adminstracado
intracerebroventricular de ziconotida, aumentou a pressao arterial e a frequéncia
cardiaca em ratos (Bowersox et al., 1992). Por outro lado, a administracéo de varios
bloqueadores de canais de calcio tipo N, por via intratecal, ndo alterou a presséao

arterial em coelhos (Wright et al, 2000). Porém, tanto em ratos, quanto em coelhos,
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a injegao endovenosa de ziconotida causa hipotensao (Bowersox et al., 1992; Wright
et al., 2000). Dessa forma, o efeito da ziconotida, na presséo arterial, parece
depender da sua via de administracdo. O efeito hipotensivo das toxinas
bloqueadoras de canais do tipo N é relacionado a um efeito simpaticolitico,
especialmente em neurdnios pré-ganglionares, possivelmente pela incapacidade de
liberar transmissores. No presente estudo, demontrou-se que tanto a toxina nativa,
quanto a recombinante, tem efeito analgésico em modelos de dor em roedores,
sugerindo que a Phal1B tem um potencial para ser usado como uma droga no

controle da dor patoldgica persistente.
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6. CONCLUSAO
99



Diante dos nossos resultados é possivel concluir que:

-A Pha1B produz efeito antinociceptivo prolongado em um modelo de dor

aguda causada por estimulo térmico, sem produzir alteracédo locomotora detectavel;

-A Pha1B produz efeito antinociceptivo em um modelo de dor persistente
causada por estimulo quimico, sendo capaz tanto de previnir como reduzir a

nocicepgao;

-O efeito antinociceptivo da Pha1f3 ndo esta relacionado com efeitos adversos

em roedores;

- A Pha1p possui efeito antinociceptivo no modelo de nocicepgao inflamatéria
aguda, induzida por incisdo na pata em camundongos, na nocicepg¢ao inflamatoria
crbénica, induzida por ACF em ratos e na nocicepcdo neuropatica crdonica em

camundongos;

-O efeito antinociceptivo da Pha1f3 esta relacionado com a reducdo na

liberagao de glutamato, através da diminui¢gao do influxo de célcio;

-A toxina recombinante reproduziu o mesmo efeito antinociceptivo da toxina

nativa.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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