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“Amar é um ato de coragem.”

Paulo Freire
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RESUMO

A dor patolégica € uma condi¢do clinica importante que afeta 30% dos
individuos em alguma fase de suas vidas. A terapéutica da dor depende de um
repertdrio diverso de abordagens farmacoldgicas, porém os medicamentos em geral
empregados ndo sao tdo eficazes e apresentam efeitos colaterais. Apesar dos
esforcos para o desenvolvimento de novos farmacos, existem abordagens distintas
gque buscam se beneficiar da coadministracdo de analgésicos ja existentes, na
tentativa de se maximizar o efeito terapéutico em detrimento de reacfes adversas.
De fato, essa abordagem visa se beneficiar do sinergismo farmacolégico, definido
como resultado de efeitos supra-aditivos associados a alguma resposta bioldgica.
Neste trabalho, avaliou-se através de isobolografia a acdo sinérgica de trés agentes
antinociceptivos, administrados em doses binarias, no teste algesimétrico de retirada
de pata. Também se buscou a caracterizacdo molecular da ocorréncia de
heterodimeros de GPCRs, por PLA, em neurdnios cultivados de DRGs lombares.
Foram utilizados camundongos Swiss machos, tratados com um agonista
canabinoidérgico CBiR (anandamida, AEA), um agonista opioidérgico MOR
(DAMGO) e/ou um agonista adrenérgico az2R (xilazina, XYL), coadministrados via
intraplatar em animais sensibilizados com prostaglandina E2 (PGE2). Procedeu-se
com avaliacdo de limiar nociceptivo e os resultados obtidos foram comparados com
a predicdo teorica de aditividade de efeitos. Observou-se profundo sinergismo
farmacoldgico na acdo antinociceptiva de AEA+XYL e AEA+DAMGO, para 0s quais
se registram indices de combinacdo (IC) menores que 1. Para a combinacao
DAMGO+XYL, observou-se efeitos aditivos (IC = 1). Os efeitos experimentais foram
significativamente maiores que os preditos teoricamente, baseando-se nos principios
de aditividade de Loewe, para todos os niveis de efeito testados (10, 30 e 50%
EMP), considerando os pares AEA+XYL e AEA+DAMGO. Para o par DAMGO+XYL,
os efeitos experimentais foram significativamente maiores apenas para 10 e 50%
EMP. Buscou-se compreender a fundamentacdo molecular desse sinergismo,
investigando-se a expressao de CBiR e MOR em neuronios aferentes primarios de
DRGs lombares (L3-L5). Ambos 0s receptores sdo constitutivamente expressos
nessa populagdo de neurdnios. Além disso, esses GPCRs aparecem co-localizados
em culturas celulares desses neurbnios, como revelado por um PLA indireto, capaz
de detectar a formacdo de heterocomplexos de proteinas. Em conjunto, esses

resultados sugerem forte efeito antinociceptivo sinérgico para diferentes
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combinacdes de farmacos, sobretudo agonistas canabinoidérgicos e opioidérgicos, e
tal efeito pode estar correlacionado a ocorréncia de heterodimeros de GPCRs em

neurdnios de DRGs.
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ABSTRACT

Pathologic pain is a relevant clinical condition that affects 30% of individuals at
least once in life. The therapeutic management of pain relies on a diverse repertoire
of pharmaceuticals, but most of them are not enough effective or leads to diverse
side effects, justifying the urge for new treatments. Despite the efforts to develop new
pharmaceuticals, diverse approaches seek benefits on the co-administration of
already existing analgesics, an attempt to maximize therapeutic effects and
concurrently reduce side effects. In fact, that approach seeks benefits on
pharmacological synergism, which can be defined as supra-additive effects
associated to a certain biological response. The aim of this work was to evaluate,
using isobolgraphic analysis, the synergistic effects of three antinociceptive
substances, administered in binary doses, on the algesimetric test of paw withdrawal.
The occurrence of GPCR heterodimers on lumbar DRG neurons was also evaluated.
For that aim, Swiss male mice were treated with a cannabinoidergic CB1R agonist
(anadimide, AEA), an opioidergic MOR agonist (DAMGO) and/or an adrenergic a2R
agonist (xylazine, XYL), co-administered in the hindpaw of mice previously sensitized
with prostaglandin E> (PGEz). The nociceptive threshold was evaluated, and the
results obtained were compared with the additive predicted effects. It was observed a
profound pharmacological synergism for the antinociceptive effects of AEA+XYL and
AEA+DAMGO, with combination indexes (IC) lower than 1. For DAMGO+XYL
combination, the effects were additive (IC = 1). The experimental effects were
significantly higher than those predicted based on Loewe’s additive principles, for all
the effect levels tested (10, 30 and 50% MPE), considering the pairs AEA+XYL and
AEA+DAMGO. For the pair DAMGO+XYL, experimental effects were significantly
higher only for 10 and 30% MPE. The molecular foundation of such synergism was
evaluated by investigating the expression of CB:R and MOR on primary afferent
neurons of lumbar (L3-L5) DRGs. Both receptors are constitutively expressed on this
neuron population. Moreover, those GPCRs are co-localized on cell cultures of those
neurons, as revealed by an indirect Proximity Ligation Assay (PLA), capable of detect
the assembly of protein heterocomplexes. Taken together, the results presented
suggest synergistic antinociceptive effects for distinct combinations of substances,
especially cannabinoidergic and opioidergic agoists, and such effect could be

correlated to the occurrence of GPCR heterodimers.
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1.1. Consideracdes sobre o estudo da dor

A Associacéo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) definiu, em 1994, a
dor como sendo uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada
ao dano tissular real ou potencial”, e que pode ser classificada em quatro categorias:
(1) dor nociceptiva, mediada por nociceptores, localizados em terminacdes nervosas
livres de neurbnios aferentes primarios, capazes de captar estimulos nocivos e
transduzi-los para o corno dorsal da medula espinhal, elicitando resposta aversiva
(WOOLF, 2010); (2) dor inflamatéria, decorrente de leséo tecidual com liberacdo de
mediadores inflamatdrios, capazes de sensibilizar nociceptores (MILLAN, 1999); (3)
dor neuropatica, associada a lesdo direta da inervacdo periférica ou disfuncéo
somatossensorial (COSTIGAN et al., 2009); (4) dor disfuncional ou idiopética, em
gue ndo existe agente lesivo, inflamatdrio ou neuropatico presente, porém registra-

se sensacao dolorosa de origem desconhecida (WOOLF, 2010).

Evidéncias diretas tém demonstrado o papel de moduladores enddgenos
periféricos na dor, em adicdo aos mecanismos de controle central, em nivel de
terminais periféricos de neurbnios aferentes (STEIN et al., 1995). Dentre esses
moduladores encontram-se 0s endocanabinoides, opioides enddgenos e
neurotransmissores como a noradrenalina. Juntamente com seus receptores
metabotropicos especificos, estes formam um complexo sistema de modulacdo da
nocicepcdo periférica, sendo determinada a existéncia de um ténus
canabinoidérgico, opioidérgico e adrenérgico que controlam o input sensorial de dor
(HONG et al., 1995; SPIGELMAN et al., 2010; ROMERO et al., 2009). A literatura
evidencia um profundo sinergismo entre esses sistemas, indicando que seus
elementos constitutivos operam em conjunto. Exemplos sdo: a interacdo entre a
analgesia mediada por ketamina, um antagonista do receptor de N-metil-D-aspartato
(NMDA) e o sistema opioidérgico (PACHECO et al., 2014); a atividade analgésica
periférica de um agonista parcial do receptor metabotropico de dopamina D2 —
aripiprazol — via receptores 6-opioides (FERREIRA et al., 2017); e a participacédo do
sistema adrenérgico na analgesia periférica medida pelos diterpenos do café
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cafestol e kahweol, que estimulam a liberacdo de peptideos opioides enddgenos
(GUZZO et al., 2016).

1.2. Dor nociceptiva periférica

A dor nociceptiva é perifericamente mediada por nociceptores, localizados
nas projecdes axonais terminais de neurdnios pseudo-unipolares cujos pericarios se
organizam em estruturas ganglionares laterais aos forames intravertebrais, os
Ganglios da Raiz Dorsal (DRGs). A outra projecdo axonal se encaminha e inerva
corpos celulares de neurdnios aferentes secundarios presentes no corno posterior
da medula. O estimulo nocivo periférico sensibiliza nociceptores, e ocorre
transmissao sinaptica para neurdnios no corno posterior, dando inicio a via
ascendente da dor, que segue através do trato espinotalamico (paleo e
neoespinotalamico), alcancando o tadlamo e de |4 se comunicando com o cortex
somatossensorial. A via descendente da dor é mais complexa e esta relacionada a
modulacdo da sensacdo de dor, iniciando-se por eferéncias direcionadas para a
matéria cinzenta periaquedutal (PAG), projetando-se para o nucleo magno da rafe e
dai para a substancia gelatinosa no corno dorsal da medula espinal, modulando

assim as aferéncias espinotalamicas (DE FELICE, 2016).

7

A dor nociceptiva € uma sensacdo complexa e genuinamente subjetiva,
porém com componentes fisiolégicos bem estabelecidos, assim como uma
compreensao farmacoldgica que viabiliza a existéncia de agentes analgésicos de
acdo periférica, anestésicos locais e outras classes de medicamentos (WOOLF,
2010). Além disso, o estudo farmacologico da dor periférica revelou a existéncia de
sistemas ténicos de controle da transmissao nociceptiva periférica, fundamentado na
existéncia de GPCRs e repertorios de ligantes enddgenos (STEIN et al., 1995).
Dentre esses sistemas, destacam-se os tonus canabinoidérgicos, opioidérgicos e
adrenérgicos, mediado por GPCRs que se acoplam a proteina G inibitéria (Gi) e que,
portanto, diminuem os niveis intracelulares de cAMP, efeito acompanhado de uma
inibicdo da exocitose de neurotransmissores por diminuicdo da condutancia de Ca?*

e incremento da condutancia de K* (hiperpolarizacdo) (BETKE, 2012). Esses
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GPCRs estdo localizados nas membranas neuronais tanto pré- quanto poés-
sinapticas, e sua distribuicdo anatdbmica € diversa e abrange os terminais
nociceptivos, DRGs e estruturas centrais como mesencéfalo. O padrdao de
expressdo acompanha, portanto, os tratos ascendentes de dor (JI, 1995; GOLD,
1997; VERESS, 2012).

1.3. Receptores acoplados a proteina G

Receptores acoplados a proteina G (GPCRs) sdo uma classe de receptores
transmembranares metabotrépicos caracterizados estruturalmente por uma porcéo
N-terminal extracelular responsiva a ligantes, sete a-hélices transmembranas
dindmicas e uma cauda C-terminal citossolica e susceptivel a fosforilacdo. A ligacao
de um agonista classico ao sitio ortostérico de um GPCR estabiliza a conformacao
ativa do receptor, e viabiliza a interacdo de sua porcao intracelular com proteinas G
heterotriméricas (Gapy), 0 que estimula a troca de nucleotideos de guanidina
difosforilados por trifosforilados (GDP — GTP) na estrutura de Gapy, com
subsequente dissociacdo entre Ga e Gpy. Essas subunidades agem entdo sobre
enzimas que modulam a producdo de segundos mensageiros, como adenilil-ciclase,
responsavel pela sintese de cAMP. Os GPCRs séo, portanto, transdutores de sinais
guimicos (deve-se considerar a existéncia de GPCRs cujos “ligantes” sao fotons, ex.:
rodopsina). A atividade GTP&sica de Gua garante a hidrdlise de GTP com
consequente re-estabilizacdo do complexo Gogy (ROSENBAUM, 2009).

Esses receptores correspondem a cerca de 40% dos alvos biolégicos dos
atuais farmacos, e mais de 800 genes humanos codificam GPCRs. Séo, portanto,
fundamentais na fisiologia humana e pecgas-chave no entendimento da farmacologia,
ja que seu carater metabotropico permite a interacdo desses receptores com
ligantes exdgenos com importancia terapéutica ou experimental (FREDRIKSSON,
2003).

Pensados inicialmente como estruturas monomeéricas, os GPCRs foram

revelando-se estruturalmente complexos e diversos, assim como o0s multiplos
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ligantes a que respondem (de fétons a horménios peptidicos). O descobrimento da
obrigatoriedade de heterodimerizacdo de receptores gabaérgicos metabotropicos
para sua funcionalidade estabeleceu novo paradigma no estudo de GPCRs, em que
a oligomerizagdo ganha destaque (EMSON, 2007). Atualmente, € crescente o
namero de evidéncias farmacoldgicas, biofisicas, bioquimicas e estruturais que
sustentam essa hipotese, e o conceito de heterodimeros (e outros oligdbmeros) tem
ganhado destaque. Nessa concepcao, existe uma modulacao alostérica muatua entre
os protbmeros, o que da ao oligbmero uma versatilidade dindmica diferenciada que
altera as propriedades farmacolégicas esperadas para as estruturas protoméricas
isoladas (HAACK, 2011).

1.4. Heterocomplexos de GPCRs

No inicio da década de 80 do século XX, Fuxe e colaboradores, baseados em
achados prévios sobre expressdo de GPCRs responsivos a monoaminas e
neuropeptideos no SNC, buscaram evidéncias da ocorréncia de associacdes desses
receptores em nivel de MP através de estudos farmacoldgicos de ligacdo. Foi
proposto, dessa forma, o paradigma da oligomerizacdo de GPCRs como mecanismo
responsavel pelos efeitos observados: interacdes fortes e receptor-dependentes
entre as sinalizacdes monoaminérgica e peptidica no sistema nervoso central (SNC)
(FUXE et al., 2012).

Essa hipotese ganhou destaque em 1999, a partir do trabalho seminal de
Marshall e colaboradores, em que se descreve a natureza heterodimérica do
receptor metabotropico do acido y-aminobutirico, GABA(B). Demonstrou-se que dois
mondmeros nao funcionais - GABA(B)1 e GABA(B)2 — oligomerizam na membrana
plasmatica (MP), formando uma unidade dimérica funcional e responsiva a ligantes,
e que de fato esse fenbmeno de oligomerizacdo € crucial e necessario para a

formacéo de uma unidade sinalizadora funcional (MARSHALL, 1999).
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A deteccdo experimental de heterocomplexos de MP, sobretudo
heterodimeros de GPCRs, é desafiadora, porém plenamente factivel e quantificavel.
Técnicas de FRET/BRET, baseadas na transferéncia de fotons virtuais entre
fluoroforos adjacentes, de acordo com a premissa teorica de energia ressonante de
Foster, sdo amplamente aplicadas para estudos de interagcdes proteicas, inclusive
heterodimerizacdo de GPCRs (MARULLO et al., 2007) Outra técnica muito utilizada
€ a co-imunoprecipitacdo (Co-IP), capaz de determinar se ha ou nédo associacéo
entre unidades proteicas imunoprecipitadas, resolvidas em corrida eletroforética em
gel de poliacrilamida e reveladas com anticorpos. Porém, o limite de resolucdo do
método é relativamente alto, além de ele ndo revelar aspectos in situ da ocorréncia
de fendmenos de oligomerizacado, ja que a amostra € destruida para obtencdo da
fracdo proteica (AVILA et al., 2015).

O “proximity ligation assay” (PLA) foi desenvolvido para permitir visualizacao,
por imunomarcacao, de proteinas, suas modificacdes pos-traducionais e de estados
de ativacdo distintos. Porém a técnica também se mostrou util na detecgéo
localizada de interacdes proteina-proteina em células ou tecidos fixados, trazendo o
conceito de PLA in situ para o paradigma de estudo de oligomerizacdo de GPCRs
(BELLUCCI et al., 2014). Dessa maneira, o PLA se consagra como uma técnica
relativamente simples para o estudo de fenbmenos de heterodimerizacdo, como

descrito na secédo 3.8.1.

Considerando o papel crucial de diferentes GPCRs na modulagdo endégena
da dor nociceptiva periférica, ndo é inesperado que o paradigma de oligomerizacéo
surja para justificar achados farmacolégicos de sinergismo, tolerancia e
dependéncia. De fato, o tema ja € extensamente revisto para GPCRs do sistema
opioidergico, em que se busca uma analgesia livre de tolerdncia e de interesse
terapéutico (MUDGAL et al., 2015), e de forma mais geral por Fujita e colaboradores
(2014).

1.5. Sinergismo farmacolégico
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A compreensdo de sinergismo farmacoldgico pode ser feita qualitativamente,
como o entendimento de acdo farmacolOgica cooperativa, ou quantitativamente,
como observacdo experimental de supra-aditividade de efeito — relacionado a
alguma métrica analiticamente fundamentada em relagbes de dose-resposta dos
agentes farmacoldgico em separado e/ou em conjunto (GEARY, 2012). A despeito
do entendimento intuitivo, a tematica ainda divide opinides e ndo ha consenso de
terminologia, apesar dos esforcos da comunidade académica em sistematizar os
conceitos relativos ao sinergismo farmacolégico, sobretudo com o Acordo de
Saariselka, firmado em 1992 como consenso entre seis autores sobre adequacédo
terminolégica relacionada a associacao binaria de farmacos (GRECO et al., 1992).

Define-se assim sinergismo farmacoldégico como propriedade emergente,
intrinsecamente associada a um sistema bioldgico e, portanto, complexo. Trata-se
de um fenbmeno observavel e quantificavel, que Geary (2012) classifica como efeito
biolégico “inesperadamente grande”, associado a coadministracdo de agentes
farmacoldgicos. Em outras palavras, um efeito sinérgico corresponde a um total que
€ maior que a soma das partes. Ou seja, € possivel se opor sinergismo e aditividade,
sendo o primeiro algo mensuravel e maior que o segundo. Apesar disso, outros
autores entendem sinergismo como qualquer efeito ligado a associacdo de
farmacos, podendo-se classificd-lo como aditivo ou de potenciacdo (RANG et al.,
2011). No presente trabalho, optou-se pela definicAo de sinergismo como efeito

biolégico maior que o aditivo, caracterizavel e mensuravel.

Chou (2010), através de meticulosa andlise algébrica de resultados de
sinergismo, generaliza diversos resultados, baseados na lei da acdo de massas, e
assim sumariza a mensuracdo do efeito sinérgico ou aditivo em um indice de
Combinacdo (IC): IC = indica aditividade, IC < 1 determina sinergismo e IC > 1
caracteriza sub-aditividade (alguns autores definem sub-aditividade como
antagonismo, porém o termo é dubio na medida em que diferentes antagonistas

podem ter efeitos sinérgicos).

A abordagem do sinergismo farmacolégico pode seguir dois referenciais
tedricos: o modelo de independéncia de Bliss, que assume efeitos probabilisticos,

associados a co-administracdo de farmacos, que sdo mutuamente independentes, e
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0 modelo de aditividade de Loewe, assentado em relagbes de dose-resposta para os
famacos separados e em conjunto, sem premissas de acao independente (TANG et
al., 2015). A isobolografia, padrdo-ouro para analise de sinergismo farmacolégico, &
um exemplo de metodologia aplicAvel aos estudos de interacbes de efeitos
associados a doses conhecidas de farmacos. Essa técnica - expandida pelos
trabalhos seminais de Ronald J. Tallarida - é baseada nos principios de aditividade
de Loewe e segue com extensa aplicabilidade em pesquisa basica, translacional e

clinica.

1.6. Analise Isobolografica

O método isobolografico consiste em uma avaliacdo grafica, estatisticamente
validada, de desvios de uma situacdo de aditividade nos efeitos biol6gicos
observaveis de associacfes de farmacos. Dessa forma, € uma técnica capaz de
avaliar sinergismo farmacoldgico, ja que desvios da aditividade sdo mensuraveis e
expressos na forma de um IC, uma medida adimensional centrada na unidade.
Desvios para valores menores que 1 indicam sinergismo, iguais a 1, aditividade e,
para valores maiores que um, define-se sub-aditividade. E uma abordagem
metodoldgica baseada em relacdes de dose-resposta (FOUCQUIER et al., 2015), e
surgem dos trabalhos de Loewe (1926), que formaliza matematicamente a
fundamentacao teorica do principio de aditividade. A assim definida aditividade de
Loewe baseia-se nos principios de equiefetividade de doses de farmacos distintos,
ou seja, dada uma dose “a” de um farmaco “A”, existe uma dose “b” de um farmaco

“B” equiefetiva, denominada ba; e na nocao de aditividade, expressa como:

Efeito(a + b) = Eqta+ay) = Ewe+b) = Eas
Podendo-se definir, considerando um modelo sigmoidal de dose-resposta:

h h
EA,méx- a@ EB,méx- b"»

Epy = 2 + s e Epp) = e 1 b bl

Em que Eamax € Esmax S0 0s efeitos maximos observaveis para os farmacos

“‘A” e “B”, respectivamente, ha e ho s&o os respectivos coeficientes de Hill das curvas

23



dose-resposta de “A” e “B”, e aso e bso sdo as doses capazes de elicitar 50% do

efeito maximo de “A” e “B”, respectivamente.

Para um determinado nivel de efeito das combinagbes de “a” e “b”, por

exemplo, Easso0, tem-se que:
Sea=0,b=bsyeseb=0,a=as

Como “a” e “b” s&o valores reais positivos, para Easso, 0s pares (a,b) séo

determinados por:
(OSaSa50,0 <b SbSO)

Pode-se representar essa colecdo de pontos em um plano definido por eixos
coordenados ortogonais, cada um representando, em escala linear, a dose de
farmacos “A” e “B”. Esses pontos pertencem a uma curva, definida como isébola de
aditividade. Essa curva pode ser analiticamente representada por uma funcéo real

de R — R, de tal forma que se tem:
b = b(a)

Nessa relacéo, nota-se que a dose “b” pode ser expressa como uma fungao
da dose “a”, para um dado nivel de efeito Eas. Analiticamente, determina-se essa

funcao a partir dos principios de aditividade de Loewe, como ilustrado na figura 1.
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Efeito

. , Dose
b+ b, =bsgg

Figura 1. O principio de aditividade de Loewe. Na imagem, ilustra-se a dose “a” equiefetiva a dose

“ba”, que somada a dose “b” produz um efeito Esso.

Nesse modelo, ndo é assumido uma razao de poténcias dos farmacos “A” e
“B” constante, ou seja, as curvas dose-resposta ndo sao paralelas; e os efeitos
maximos observaveis ndo sao necessariamente os mesmos. Dessa maneira, tem-se
que, para um efeito de 50% de Egmax (EB,50), pode-se descrever uma combinagéo de

doses “b” mais “ba” (dose de “B” equiefetiva a dose “a”):
bso =b+ by = b = bsy— b,
Dessa maneira, nota-se, pela figura 1, que:
a # by mas f(a) = f(by)
Entao:

h hp
EA,méx- ae EB,méx- b

L  _F = a
h B(bq)
aha + a8 ¢

E = —_—
e by + by
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Essa igualdade € a chave para se determinar a isébola de aditividade Eas 50

como uma funcéo, em que b = b(a):

Em que a = Eamax/EB max.
Logo, pode-se descrever a isdbola de aditivide Eas,s0 como:

b
b = bso — ba = bso - >

hg iy
1 Asy
o)

Em uma situacéo de efeitos maximos iguais, ou seja, a = 1 e razéo de

poténcias constante, isto é, ha = hp, a isébola de aditividade reduz-se a uma reta:

As demais is6bolas de aditividade, como Eas,10 (10% de efeito maximo
possivel) e Eas,30 (30% de efeito maximo possivel) podem ser obtidas de maneira

similar.
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2. Justificativa
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A dor patoldgica, tida como sensacao subjetiva, € na verdade uma condigédo
clinica importante que afeta todos os individuos em alguma fase de suas vidas, e
corresponde a um total de 80% das razGes de busca por atendimento em servigos
de urgéncia e emergéncia. Auséncias no trabalho, licencas de saude e
aposentadorias precoces sdo consequéncias da dor que impactam diretamente no
cenario socioecondémico do Brasil e do mundo (RAMLHO, 2009). Dessa maneira, um
maior entendimento e novas alternativas para o manejo da dor no ambito clinico se

fazem necessérias.

Apesar do crescente esforco na busca por novos analgésicos, o uso racional
e em regime combinado das opc¢des ja existentes € uma alternativa promissora. 1sso
porque existem efeitos analgésicos sinérgicos que podem reduzir doses
administradas, maximizando assim o efeito terapéutico e detrimento das reacdes

adversas.

Dessa forma, a racionalizacao de regimes de coadministracdo de analgésicos
deve ser objetivo de intenso estudo e compreenséao, para que novas abordagens no

ambito clinico tornem-se realidade.
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3. Objetivos
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3.1. Objetivo Geral

Caracterizacdo isobolografica do sinergismo farmacoldgico entre doses de
combinacdes binarias de anandamida (AEA), xilazina (XYL) e DAMGO na
antinocicepcao periférica em camundongos, além de verificacdo, por ensaio de
ligacdo por proximidade (PLA), da ocorréncia de heterocomplexos de GPCRs CB1R-

MOR em neurdnios de DRGs lombares.

3.2. Objetivos especificos

» Inducao de dor nociceptiva na pata posterior direita de camundongos
Swiss para avaliagdo de efeito antinociceptivo associado a
administracdo de doses fixas de AEA, XYL, DAMGO e suas
combinac¢des binarias;

» Construcdo de curvas dose-resposta do efeito antinociceptivo
periférico de doses crescentes dos farmacos AEA, XYL e DAMGO,
em separado;

»  Determinagéo dos parametros farmacodinamicos (Emax, Cso € h) para
cada uma das curvas supracitadas;

»  Construcdo de isobolas de aditividade para 10%, 30% e 50% de
efeito antinociceptivo maximo no teste de retirada de pata, para cada
combinacao binaria de AEA, XYL e DAMGO;

»  Calculo de regime de doses das combinagfes binarias AEA+XYL,
AEA+DAMGO e DAMGO+XYL, pela intersecéo da reta de razéo de
doses constante com as isobolas citadas;

»  Medicao do limiar nociceptivo de controles e grupos tratados com o0s
regimes de doses das combinacdes AEA+XYL, AEA+DAMGO e
DAMGO+XYL,;

» Construcdo de curvas dose-resposta experimentais para as
combinagdes AEA+XYL, AEA+DAMGO e DAMGO+XYL;

»  Comparacao do efeito experimental observado com o efeito aditivo

tedrico, para determinacao do indice de combinacéo (IC);
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Analise morfoldgica e imunohistoquimica de tecidos de coxim plantar
e DRGs lombares (L3-L5) para deteccdo qualitativa da expresséo de
CBiR e MOR,;

Andlise qualitativa, por PLA, da ocorréncia de heterodimeros CB1R-
MOR em MP de neurbnios aferentes primarios de DRGs lombares
(L3-L5) cultivados.
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4. Materiais e Métodos
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3.1. Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (machos), com peso médio de
35 g, provenientes do Centro de Bioterismo da UFMG (Cebio/UFMG). Esses animais
foram dispostos em caixas plasticas contendo forragem, com acesso a agua e
comida ad libitum. Os animais foram ambientalizados em sala termicamente
controlada em 24°C e ciclo claro/escuro de 12/12 horas por dois dias antes da
realizacdo dos experimentos. Todos os experimentos foram estritamente conduzidos
segundo preceitos bioéticos de experimentacdo animal, e aprovados no Comité de
Etica em Uso Animal (CEUA-ICB/UFMG), sob registro de protocolo n® 69/2018.

Para o sacrificio dos animais ap0s 0s experimentos e para coleta de material
biolégico, foi utilizada uma dose trés vezes maior que a terapéutica de xilazina e

ketamina, administrada via intraperitoneal.

3.2. Reagentes e solucdes

» Meio de cultivo celular Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM):
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 200 mM I-glutamina
(Sigma, EUA) e 0,0025% m.V!l de fator de crescimento de nervos (NGF)
(Sigma,EUA), denominado de “meio completo”;

» Solucédo de colagenase derivada de Clostridium histolyticum (Sigma, EUA) a
20% m.V-1, diluida em meio completo;

» Solucéo de tripsina (Sigma, EUA), a 0,025%, diluida em meio completo;

> Solucéo de Paraformaldeido (PFA) a 4% m.V-1, diluido em 1X PBS;

» 10X PBS, contendo 96 mM NazHPO4:7H20, 1400 mM NaCl, 27 mM KCl e 15
mM KH2POg;

> Solucéo de sacarose a 30% m.V, contendo NaNs 0,02% m.V, diluida em
1X PBS;

> Solucdo salina estéril: NaCl 0,9% m.V-1;

1X Tampéo A: 35 mM Tris-base, 15 mM NacCl, 0,05% V.Vt Tween 20;

» 1X Tampéao B: 35 mM Tris-base, 170 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl.

v
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3.3. Farmacos

3.3.1. Via de administracdo dos farmacos

Todos os farmacos utilizados, bem como os controles, foram administrados
via intraplantar, no coxim plantar posterior direito, em um volume fixo de veiculo de
20 pL. Para a injecao dos farmacos foi utilizada uma agulha hipodérmica acoplada a
uma seringa de 1,0 mL, posicionando-se o bisel voltado para cima e em uma
angulacdo de 20° em relacdo a superficie plantar dos animais, como mostrado na

figura 2.

Figura 2. Administracao intraplantar, em camundongos, de tratamentos e controles.

3.3.2. Agente hiperalgésico

Como agente hiperalgésico foi utilizada a prostaglandina E> (PGE2, Sigma,
EUA), substancia hipernociceptiva capaz de sensibilizar nociceptores periféricos. A
dose usada foi de 2 ug diluidos em 20 pL de solucao salina fisiologica estéril (NaCl

0,9% m.V-1), administrada via intraplantar conforme descrito.
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3.3.3. Agentes antinociceptivos

» Anadamida (AEA): ([N-(2-Hidroxietil)-52,8Z7,11Z,14Z-eicosatetraenamida],
Tocris, EUA), agonista canabinoide de alta afinidade para CB1R;

> Xilazina (XYL): (Cloridrato de Xilazina 2,0% m.V-l, Anasedan®), agonista
adrenérgico com alta afinidade para azR;

> DAMGO: (Ala’>-MePhe*-Gliol>-Encefalina, Tocris), agonista opioide de alta
afinidade para MOR.

Uma solucdo estoque de AEA foi preparada em emulsdo agual/lipideos
comercialmente disponivel (Tocrisolve®, Tocris). As demais diluicbes de AEA, bem
como diluicdes de doses de XYL e DAMGO, foram feitas em NaCl 0,9% m.V-.

3.4. Teste algesimétrico de retirada de pata

A avaliacao farmacoldgica de resposta antinociceptiva associada ao tratamento
com AEA, XYL, DAMGO e suas combinacdes binarias foi feita através de teste
algesimétrico de retirada de pata submetida a compressao, descrito originalmente
por Randall & Selitto (1957) para ratos e posteriormente adaptado para
camundongos por Kawabata et al. (1992). Para inducao de hiperalgesia nos animais,
no tempo t = Oh (to), foi administrada PGE2, e em t = 2h55min, os agentes
antinociceptivos e/ou suas combinacdes binarias foram injetados. Em t = 3h (t3), foi
feita @ mensuracdo algesimétrica do limiar nociceptivo dos animais, como descrito

abaixo.

Descricdo do teste: No teste, o animal é gentiimente contido e mantido na

posicdo horizontal sobre a bancada do algesimetro, alinhado rostralmente com o
experimentador e com as patas posteriores ao alcance do pino de aplicacao
pressorica. A pata posterior do animal é entdo posicionada sob o pino de presséao
(superficie de 1,75 mm?) e com o0s pés o experimentador aciona um pedal que ativa
0 mecanismo do algesimetro. Em funcionamento, o aparelho permite que um halter

metalico de 10g avance ao longo da haste em que se fixa o pino de pressao,
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incrementando a forga aplicada sobre o coxim plantar do animal. A pressao cresce
linearmente com a distancia percorrida pelo halter, sendo que cada centimetro na
escala da haste corresponde a um Ap = 560 kPa, que se traduz em dez gramas de
massa por centimetro (10 g.cm™). Ao notar a resposta aversiva ao teste (retirada da
pata), o0 experimentador interrompe o0 acionamento do pedal, cessando a
movimentacao do halter e permitindo assim que seu deslocamento em centimetros
ao logo da haste seja aferido e dessa forma determinado o limiar de nocicepcao
(expresso em gramas). Os animais sdo submetidos ao teste, como ambientalizagéo,

no dia anterior ao experimento. A figura 3 ilustra o procedimento.

Figura 3. Teste algesimétrico de retirada de pata. (a) posicionamento da pata posterior direita do
camundongo sob o pino pressérico, para realizacdo do teste; (b) visédo do aparato, em que se nota o

halter e a régua que esse percorre, para incremento da pressédo na pata do animal.
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Os resultados foram normalizados e expressos como um percentual de efeito
méaximo possivel (%EMP), definindo-se um ponto superior de corte igual a 160 g no

algesimetro:

Limiar — E, ) 100 (Limiar - E0>
= XN

%EMP = 100 (
o x ponto de corte — E, 160 g — E,

hY

Em que Eo corresponde & média dos limiares nociceptivos dos controles
hiperalgésicos, ou seja, dos animais que receberam apenas PGE: e veiculo. Essa
maneira de se representar os dados mostra-se Util na interpretacdo dos resultados
de antinocicepc¢do, ja que contempla, inclusive, quadros hipoalgésicos (dentro da

escala percentual proposta). O corte superior € estabelecido como forma de se

preservar o animal de leséo tecidual.

3.5. Dissecc¢éao dos animais de experimentagéao

Animais tratados com o agente hiperalgésico PGE2 ou com NaCl 0,9% m.V-!
(controles positivos — expressdo constitutiva as proteinas testadas) foram
sacrificados para disseccdo e retirada de amostras de tecido para andlises
histoldgicas e imunohistoquimicas (coxim plantar, DRGSs) e cultivo celular primério
(DRGS).

Para andlises histolégicas e imunohistoquimicas os animais foram
perfundidos com PFA 4% m.V!' previamente a disseccdo de coxins plantares
tratados e dos DRGs lombares (L3-L5) ipsilaterais ao tratamento. Estes sdo os
DRGs em que se localizam os corpos celulares dos axonios de neurdnios aferentes
primarios que, em conjunto, formam tratos nervosos do nervo isquiatico, responsavel
pela inervacédo sensorial e nociceptiva do coxim plantar. Para retirada dos coxins
plantares, utilizou-se lamina de bisturi n°® 22, acoplada a cabo de bisturi, com corte
frontal da superficie plantar, poupando ao méaximo tecido conectivo, tendinoso e

0sseo.

A retirada dos DRGs lombares foi feita a partir de adaptacdes técnicas dos
métodos descritos por Richner et al. (2017) e Sleigh et al. (2016). Resumidamente:
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0s animais, previamente perfundidos ou néo, foram embebidos em etanol 70% V.V-1
para diminuir o espalhamento de pelos durante a disseccdo. Em seguida parte da
pele do dorso foi removida, expondo-se a musculatura intercostal e paravertebral.
Em sequéncia, foi feita exérese da coluna do animal, contendo vértebras torécicas,
lombares e sacrais. O processo de extrusao hidraulica da medula espinhal foi feito, e
consistiu na aplicacdo de pressao hidrostéatica positiva no canal medular, a partir de
sua abertura caudal, através de uma seringa de 10 mL preenchida com 1X PBS e
acoplada a uma ponteira de micropipeta P200. Procedeu-se com limpeza de tecido
mesenquimal anexo a peca de coluna, isolamento da por¢cdo lombar e seccgéo
longitudinal da estrutura, para exposicao lateral dos DRGs, localizados nos forames
intervertebrais. Os DRGs lombares (L3-L5) foram entdo dissecados utilizando-se
lente binocular no aumento de 16X, com auxilio de material cirargico de uso
oftalmolégico ou adaptado. A figura 4 ilustra as etapas mais relevantes do processo
de remocéo dos DRGs.

R -
=2}
.\E|:
o
-

Figura 4. Disseccdo de DRGs lombares. (a) visdo dorsal da regido da coluna vertebral a ser
dissecada, neste caso, a por¢ao lombar, acima da crista iliaca (caudal) e abaixo do dltimo arco costal
(cefalico); (b) a esquerda, peca de coluna lombar dissecada, e a direita, porcao de medula espinhal
removida por extrusao hidraulica. Notar a tumefacéo lombar, em que se projetam as raizes dorsais
L1-L5; (c) a seccéo longitudinal da peca de coluna revela, lateralmente, um DRG lombar localizado
no forame intervertebral (circulo pontilhado); (d) DRG lombar dissecado, com destaque para o

ganglio, contendo corpos celulares, na ponta de seta branca.
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3.6. Histologia e Imunohistoquimica

Para analise histolégica e imunohistoquimica dos tecidos de coxim plantar e
DRGs lombares (L3-L5) de camundongos, os animais (n = 5/grupo) foram
previamente submetidos a perfusdo transcardiaca com 50 mL de NaCl 0,9% m.V-1,
seguidos de 50 mL de solucdo de PFA 4% m.V-l, ambos os volumes a uma vazéo
de 5 mL.min%, com auxilio de bomba peristaltica. Em seguida, os animais foram
dissecados como descrito anteriormente, e as amostras de tecido transferidas para
solucdo de sacarose 30% m.Vl, para crioprotecdo, por 24h. Em sequéncia, as
amostras foram lavadas com 1X PBS, emblocadas com Tissuetek® e congeladas
em Nzg). Os blocos congelados foram entdo cortados em criostato, obtendo-se assim
secgOes de 16 um de tecido, que foram transferidas para laminas previamente

silanizadas para aderéncia do corte.

3.6.1. Imunohistoquimica

Para se investigar qualitativamente a expressdo dos GPCRs CB1R (receptor
canabinoidérgico) e MOR (receptor opioidérgico) em tecidos de coxim plantar e
DRGs lombares, foram feitas marcacdes imunohistoquimicas de seccdes
congeladas dessas amostras (16 um). As laminas foram hidratadas em 1X PBS por
10 min, e entdo submetidas a bloqueio da atividade de peroxidases enddgenas e
fixacdo com solucdo de H202@q) 0,6% V.V diluida em metanol absoluto por 30 min.
Em seguida, bloqueou-se a ligacdo a avidinas e biotinas enddégenas com uso de kit
comercial (Vector Labotratories, Burlingame, EUA). Apds essa etapa, 0s cortes
foram tratados ou com soro normal de cabra a 10% V.V diluido em 1X PBS, ou
com soro normal de coelho a 10% V.V, por 1h, para reducéo de sitios de ligacdo
inespecificos de IgGs. Seguiu-se com incubacdo por 12h a 4°C das sec¢bBes com
solucgdes, diluidas em 1X PBS, de anticorpos primarios, como mostrado na tabela a

seqguir:
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Tabela 1. Diluigdes de anticorpo primario.

Técnica Diluicao do anticorpo primario
IgG de cabra anti-CB1R IgG de coelho anti-MOR
Imunohistoquimica 1:400 1:400
PLA 1:1000 1:1000

Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpos secundarios contra
IgG de cabra (para anti-CB1R) e IgG de coelho (para anti-MOR), ambos biotinilados,
por 1h, e prosseguiu-se com adicdo de solucdo de complexo de
avidina/biotina/peroxidase comercialmente disponivel (Avidin/Biotin Blocking Kit®,
Vector Laboratories, EUA) para amplificagao de sinal. A imunorreagéo foi visualizada
com solucédo de DAB a 0,05% m.V?, contendo H202@q) a 0,01% V.V, diluidos em
tampéo Tris-HCI 5 mM, pH = 7,4. A reacdo cromogénica foi interrompida por imerséo
em agua deionizada. Por fim, as seccdes foram contracoradas com Hematoxilina de
Dellafields, desidratadas por imersdo em etanol absoluto, diafanizadas em xilol

absoluto e enfim as laminas foram montadas para analise em microscopia de luz.

3.7. Cultivo celular de neurdnios aferentes primérios (neurénios DRG)

Neurbnios DRG foram cultivados para realizacdo de PLA, com vistas a se
detectar co-localizacdo de CBi1R e MOR. Brevemente, animais nao perfundidos
tiveram os DRGs lombares (L3-L5), ipsilaterais ao tratamento intraplantar com PGE:2
ou NaCl 0,9% m.V?, dissecados como descrito anteriormente, e separados ao
maximo das raizes nervosas. Os ganglios assim obtidos foram entédo lavados em 1X
PBS estéril por gravidade e colocados em solugédo de colagenase 20% m.V! em
DEMEM por 1h a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% CO2. Em seguida, o
sobrenadante foi aspirado, o corpo de fundo lavado em 1X PBS por gravidade e
entdo incubado com solucgéo de tripsina a 0,025% em DMEM por 10 minutos. Nesse
intervalo, laminulas quadradas de 2 X 2 cm foram tratadas com poli-I-lisina e
laminina para tornarem-se aderentes para as células. Apos a etapa de tripsinizacéo,
o sobrenadante foi removido e solucdo de BSA a 16% m.V? foi adicionada, e os

ganglios gentilmente dissociados com auxilio de pipeta de vidro. A suspensao
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celular obtida foi entdo transferida para um tubo de centrifuga contendo solugéo de
BSA 16% m.V-1, sendo delicadamente superposta ao contetido do tubo. Em seguida,
procedeu-se com centrifugacdo a 6000 g por 5min para deposicdo, no fundo do
tubo, das células, cujo sobrenadante foi removido, seguido de ressuspensdo em
meio completo e plagueamento nas laminulas recobertas, e entdo cultivadas por 24h
a 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% CO2. As células aderentes foram

entdo usadas para execucao de PLA indireto.

3.8. Avaliacédo da Ocorréncia de Heterocomplexos de GPCRs

3.8.1 Ensaio de Ligacédo por Proximidade (PLA)

O recentemente descrito PLA direto € um método que permite transduzir a
deteccdo de proteinas para uma deteccdo de oligonucleotideos (DNA fita simples).
Trata-se de uma imunomarcacdo de proteinas de interesse com anticorpos
conjugados covalentemente com sequéncias de DNA fita simples. A técnica é de
grande valor para andlise de co-localizacdo de proteinas, e seu baixo limite de
deteccdo e as caracteristicas intrinsecas da molécula de DNA associada
(pareamento de Watson-Crick e alta fidedignidade de amplificacdo na presenca de
DNA-polimerase e primers) a tornam muito adequada para os propoésitos deste

trabalho.

Descricdo do ensaio PLA direto: Suponha a interacao de duas espécies proteicas

A e B, de forma que ambas co-localizem em algum compartimento celular. Procede-
se com uma rotina imunohistoquimica para deteccao in situ de A e B, utilizando-se
anticorpos anti-A e anti-B, ambos covalentemente ligados a uma sequéncia de
deoxinucleotideos fita-simples, distintas e ndo complementares entre si. Essas
guimeras moleculares sdo denominadas provas de PLA, sendo uma positiva (+, anti-
A) e uma negativa (-, anti-B). Segue-se a essa imunomarcacdo com anticorpos
primarios (+ e -) a adicdo de oligbmeros fita-simples de deoxinucleotideos capazes
de anelarem-se com as extremidades do DNA covalentemente ligado aos
anticorpos, além de uma ligase capaz de selar as extremidades aneladas em uma

peca circular de DNA fita-simples. Os processos de anelamento e ligacdo soO
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ocorrem se as provas de PLA (+ e -) estiverem em proximidade suficiente
(aproximadamente 27nm) para que os oligdbmeros interajam, o que justifica o0 nome
do ensaio. Em seguida, sdo adicionados a reacdo primers, deoxinucleotideos
trifosfato e uma DNA-polimerase, que irdo permitir a amplificagdo do DNA circular
formado em um processo denominado Rolling Circle Amplification (RCA). A alta
processividade da enzima DNA-polimerase permite a formacdo de uma longa fita
simples de DNA com sucessivas copias, complementares ao DNA circular original. A
terminacdo do processo e a adicdo de sondas marcadas com fluoréforo - que
consistem de pecas de DNA fita-simples complementares a regiées do amplicon da
RCA — permitem entdo a deteccdo de pontuacdes fluorescentes que correspondem
a eventos de co-localizacdo de A e B. Sugere-se que essa co-localizacdo seja
decorrente da formacdo de heterocomplexos constituidos de A e B, que estariam,
dessa forma, interagindo em um complexo protéico detectavel por PLA.

Uma variante do PLA direto é o denominado PLA indireto, em que as provas de
PLA séo na verdade anticorpos anti-lgG especificos, sendo a deteccao associada a
imunomarcacao in situ de proteinas em interacdo (A e B) por anticorpos primarios
criados em espécies diferentes, seguida da marcacdo com anticorpos secundarios
(provas de PLA + e -) contra as imunoglobulinas especificas. Isso permite uma maior
amplificacdo de sinal (fluorescéncia) e a estruturagcdo de provas de PLA mais
versateis, capazes de detectarem ndo somente heterodimeros, mas também
heterotrimeros. Nesse trabalho foi utilizado o combo de reagentes Duolink® Starter
Kit (Sigma), que permite a execugcdo de PLA indireto. Vale ressaltar que os
anticorpos primarios devem ser obrigatoriamente criados em espécies distintas, ja
que as provas de PLA fornecidas distinguem epitopos especificos. Exemplo:
anticorpo anti-CBiR criado em cabra, anticorpo anti-MOR criado em coelho -
Duolink® Starter Kit contento provas de PLA anti-cabra (+) e anti-coelho (-),
respectivamente. Na figura 5 o processo de formacao de sinal fluorescente pela

técnica de PLA é mostrado.
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Figura 5. Esquema do PLA indireto. (a) Os GPCRs CB1R (rosa) e MOR (roxo) tém a por¢éo N-
terminal reconhecida por anticorpos anti-CB1R (crescido em cabra) e anti-MOR (crescido em coelho),
e esses anticorpos primarios ligam-se as provas de PLA (+ e -, respectivamente), que sdo
imunoglobulinas conjugadas com um oligonucleotideo de fita simples; (b) Ao se adicionar ligase,
forma-se uma peca de DNA fita simples circular, que é amplificada pela adicdo de uma solugdo
contendo DNA-polimerase; (c) sondas fluorescentes contendo oligonucleotideos podem entédo se
anelar ao amplicon formado pelo processo RCA, destacando a ocorréncia de co-localizagédo dos

GPCRs como uma pontilhacdo fluorescente detectavel em microscopia confocal.

3.8.2. PLA indireto em neurdnios DRG

Os neurdnios DRG cultivados foram fixados em solucéo de PFA 4% m.V! a
37°C por 30min, seguido por duas lavagens de 5 min com 1X PBS. A seguir, as
células foram incubadas com solucao de I-glicina 200 mM para bloqueio de aldeidos
livres e novamente lavadas por duas vezes de 5 min com 1X PBS. Os sitios de
ligacdo inespecificos foram bloqueados através da incubacdo das amostras com
solucdo de BSA 2% m.V! por 2 h. As células foram entdo novamente lavadas por
duas vezes com 1X PBS e entdo bloqueadas com Duolink® Blocking solution por 1
h, a 37°C em camara Uumida. Em seguida, as laminulas foram encobertas com
solugbes contendo anticorpos anti-CB1R (crescido em cabra) e anti-MOR (crescido
em coelho), ambos na diluicdo de 1:1000 por 24h a 4°C. As células foram em
seguida lavadas por duas vezes de 5 min em 1X Tamp&o A, e entdo incubadas com
Duolink® PLA Probes (+ e -), diluidas na razdo 1:50 em Duolink® Antibody Diluent.
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Novamente, procede-se com a lavagem das células por duas vezes de 5 min em 1X
Tampao A, seguidas do embebimento das laminulas com solucéo de ligacao, obtida
pela diluicdo de Duolink® Ligase em 1X Duolink® Ligation Buffer. A ligacdo dos
oligonucleotideos ocorre entdo durante 1 h a 37°C em camara Umida. Ap0s mais
duas lavagens de 5 min com 1X Tampé&o A, as amostras sao incubadas com solucao
de DNA-polimerase, que corresponde a Duolink® Polymerase diluida em 1X
Duolink® Amplification Buffer, por 100 min a 37°C em camara umida. Essa etapa é
fotossensivel, assim como as demais subsequentes, logo sendo conduzidas ao
abrigo da luz. Por fim, sdo feitas duas lavagens de 10 min com 1X Tampao B e uma
lavagem de 1 min com 0,01X Tampéo B. As laminulas sdo entdo secas em estufa,
montadas sobre laminas histolégicas de vidro com Duolink® Mounting Medium with

DAPI, seladas com base de unha e analisadas em microscépio confocal.

3.9. Abordagem estatistica
3.9.1 Numero amostral de animais de experimentacao

O calculo do namero de réplicas por grupo foi estabelecido como (numero

amostral):

2.(Zy + Z5)%.5D?
n = E2

Onde:

n = numero amostral;

Za = 1,64 (correspondente a a = 0,05 unicaudal a direita);
Zp = 0,84 (correspondente a um poder de teste de 80%);
SD = 12,7 g (desvio-padréo da média);

E = 20 g (erro padréo estimado).

Logo:
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_2.(1,64 +0,84)%.12,6887
N 202

R

5

n

Portanto, cada grupo de experimentacao conteve 5 animais.

3.9.2. Testes de hipoteses

Quando necessario, a comparacao estatistica de médias foi feita pelo teste t
de Student, com nivel de significancia a = 0,05, utilizando-se o software Graphpad®

Prisma 5.

3.9.3. Estimadores de variancia

Na andlise isobolografica, € necessario que se estime a variancia de efeitos
tedricos aditivos associados a uma combinacdo de doses conhecida. A partir disso,
os efeitos médios tedricos e experimentais podem ser estatisticamente comparados,

com um teste t de Student modificado, de acordo com Tallarida (2011):

SEqp SEqp

2 2
Var(Ea,b) = <6C- ) .Var(Ci,a) + <6C-b> .Var(Ci,b)
La L

Em que o indice “” indica o i-ésimo nivel de efeito esperado. Assumiu-se
homocedasticidade para todos os valores de i, ou seja, as variancias dos niveis de
efeito foram consideradas as mesmas. Os valores foram calculados por simulacao

numeérica de dois pontos, utilizando-se o software Matlab®.

45



5. Resultados
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5.1. Curvadose-respostade AEA

Para a construcdo da curva dose-resposta de AEA, foram usadas as doses de
12,5 ng, 25 ng e 50 ng do farmaco, assumindo-se que o controle hiperalgésico
corresponde a dose 0 (n = 5 animais/dose). O grafico assim obtido é ilustrado na

figura 6:

Dose-resposta AEA
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Figura 6. Curva dose-resposta de AEA. Efeito expresso como %EMP.

Para ajuste nao-linear da relacdo de dose-resposta, foi utilizado um modelo

sigmoidal de quatro parametros, considerando que o perfil de ligacdo de AEA aos
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GPCRs CB1R é especifico, saturavel e que o receptor em questdo possui apenas
um sitio ortostérico (LAPRAIRIE et al., 2015).

Dessa forma, o0s seguintes parametros farmacodindmicos podem ser

derivados utilizando-se o software Graphpad® Prisma 5:

Tabela 2. Parametros farmacodinamicos de AEA.

Valor estimado Erro-padréo 95% I.C.
Cso,aEA/NQ 16,8 0,6 15,6 - 18,1
Emax,AEA 73,3% 2% 69% - 77,5%
Coeficiente de 3,3 0,3 2,7-39
Hill (hy)

Os dados farmacodinamicos estimados foram entdo aplicados no modelo

sigmoidal de acordo com a equacéao:

ah

h hq
a™ + Csg 4pa

Efeito == Ea == Emax,AEA-

Onde:

Emax.aea = 73,3%
a = dose AEA/ng
hi = 3,311
Cso,AeA = 16,8 ng

Logo, estimam-se a partir dessa equacdo as seguintes doses de AEA para

atingir 10, 30 e 50% EMP, utilizando-se a ferramenta online WolframAlpha:

Tabela 3. Relag8es dose-efeito (10, 30 e 50% EMP) derivados para AEA.

%EMP a/ng
10 9,6
30 15,0
50 21,2
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5.2. Curvadose-resposta de XYL

Para a construcao da relacédo de dose-resposta para XYL, foram usadas as
seguintes doses do farmaco: 25 pg, 50 pg e 100 pg (n=5 animais/dose), assumindo-
se também que a dose de 0 corresponde ao controle hiperalgésico (n=5

animais/dose). Na figura 7 ilustra-se o grafico obtido:
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Figura 7. Curva dose-resposta de XYL. Efeito expresso como %EMP.

O ajuste sigmoidal (ndo-linear) também assume que o receptor az2R, alvo
farmacoldgico de XYL, exibe um perfil de ligagdo a agonistas especifico, saturavel e
possui apenas um sitio ortostérico (TORNEKE et al., 2003). Assim, a tabela a seguir

apresenta os parametros farmacodinamicos derivados:
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Tabela 4. Parametros farmacodinamicos de XYL.

Valor estimado Erro-padréo 95% I.C.
CsoxvL/ug 49,1 10 27,5-70,7
Emax,xyL 79,5% 16,4% 44% - 115%
Coeficiente de Hill 3,1 1,6 -0,4-6,7

(h2)

Os dados farmacodinamicos estimados foram entdo aplicados no modelo

sigmoidal de acordo com a equacéao:

bh=

h h,
b2 + CSO,XYL

Efeito == Eb == Emax,XYL-

Onde:

Emax,xyL = 79,5%
b = dose XYL/ug
h=3,1

CsoxyL = 49,1 ug

Logo, estimam-se a partir dessa equacao as seguintes doses de XYL para
atingir 10, 30 e 50% EMP (aplicativo Wolframalpha):

Tabela 5. Relag6es dose-efeito (10, 30 e 50% EMP) para XYL.

%EMP b/ug
10 26,5
30 41,9
50 58,1
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5.3. Curvadose-resposta de DAMGO

A caracterizagéo de dose-resposta de DAMGO foi feita utilizando-se as doses
de 0,25 pg, 0,5 pg, 1 pg e 2 pg, com dose igual a 0 correspondendo ao controle

hiperalgésico (n = 5 animais/dose). A figura 8 ilustra a curva obtida:

Dose-resposta DAMGO

100+

80-

%EMP

40+

20~

0' T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Dose DAMGO/ng

Figura 8. Curva dose-resposta de DAMGO. Efeito expresso como %EMP.

Aplicou-se novamente uma regressao nao-linear (ajuste sigmoidal de quatro
parametros), considerando-se o perfil de ligacdo de DAMGO ao GPCR MOR:
especifico, saturavel e de Unico sitio ortostérico (ZOLLNER et al., 2003). Os

parametros farmacodinamicos sdo mostrados na tabela a seguir:
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Tabela 6. Parametros farmacodinamicos de DAMGO.

Valor estimado Erro-padréo 95% I.C.
Cs0,0AmMGO/Ug 0,5 0,03 0,4-0,5
Emax,pAmMGO 64,3% 3% 57,8% - 70,8%
Coeficiente de Hill 2,7 0,5 1,7-3,7
(hs)

Os dados farmacodinamicos estimados foram entdo aplicados no modelo

sigmoidal de acordo com a equacéao:

chs

h hs
"3 + Cs0 pamco

Efeito = E. = Epax,pamco-

Onde:

Emax,0amMG0 = 64,3%
¢ = dose DAMGO/ug
hs =2,740

Cso,0amco = 0,5 ug

Logo, estimam-se a partir dessa equacao as seguintes doses de DAMGO
para atingir 10 e 30 e 50% EMP (WolframAlpha):

Tabela 7. Rela¢gBes dose-efeito (10, 30 e 50% EMP) para DAMGO.

%EMP c/ug
10 0,3
30 0,5
50 0,8
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5.4. Construcdo das is6bolas de aditividade para combinagdes binérias de

AEA, XYL e DAMGO

A partir das relacdes de dose-resposta e dos parametros farmacodinamicos

derivados dessas curvas, pode-se determinar, para as combina¢des binarias de

doses de AEA, DAMGO e XYL, isObolas de aditividade. Num plano cartesiano,

essas curvas correspondem as colecdes de pontos que representam pares de doses
cujo efeito aditivo seja iguais a 10%, 30% e 50% EMP.

5.4.1. Construcdo de isébolas de aditividade AEA+XYL

Para elaboracéo dessas curvas, expressa-se CxyL = f(Caea), logo b = f(a):

Tabela 8. Equacdes de is6bolas AEA+XYL.

Is6bola de aditividade (Efeito E): Equacéo daisdbola:
C
b = CioxyL — slal 1
i ch 17/n,
10,AEA
ElO a (1 + W) -1
C
b = C30xyL — 027 >
r ch 17/h,
30,AEA
C
b — 650,XYL _ 50,XYL -
ch /h,
50,AEA

Os parametros dessas equagdes Sao:
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Tabela 9. Parametros das equagdes de is6bolas AEA+XYL.

E1o

Eso

Eso

CioxyL = 26,5 ug

CsoxyL = 41,9 nug

CsoxyL = 58,1 ug

Ci0,AEA = 9,6 NQg

Cso0,AEA = 15 ng

Cso,aeA = 21,2 Ng

hi1=3,3 hi1=3,3 h1=3,3
h2=3,1 h=3,1 h=3,1
a=1,1 a=1,1 a=11

A representacdo grafica dessas is6bolas (assumindo tendéncia linear com R?

> 0,99) é mostrada na figura 9:

60

b/ug

20+

Isdbolas de aditividade: AEA+XYL

— Ejo
— Ego
— Ego

10 15
a/ng

Figura 9. Is6bolas de aditividade AEA+XYL. a = dose AEA, b = dose XYL. E10, E30 e E50

correspondem a 10, 30 e 50% EMP, respectivamente.
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5.4.2. Construcdo de isébolas de aditividade AEA+DAMGO

Para elaboracéo dessas curvas, expressa-se Coawvco = f(Caea), logo ¢ = f(a):

Tabela 10. Equagdes de isébolas de AEA+DAMGO.

Is6bola de aditividade (Efeito E):

Equacdo daisébola:

ClO,DAMGO

¢ = Cyo,pamco —

ch Yn,

E1o
CBO,DAMGO
¢ = C30pamco — - WL
ChlAEA fhs
30,
Cso,pamco
¢ = Cso,pameo — = iy
Cooma "s
Eso Bl1+—gh |1

Os parametros dessas equagdes Sao:

Tabela 11. Parametros das equagdes de isdbolas de AEA+DAMGO.

E1o

Eso

Eso

Cio0,0avco = 0,3 ug

Cso,0avmco = 0,5 g

Cso,0avmco = 0,8 ug

Ci0,AaEA = 9,6 Ng

Cso,aEA = 15 Ng

Cso,aEA = 21,2 Ng

hi1=3,3 hi1=3,3 hi1=3,3
hs=2,7 h3=2,7 hs=2,7
B=0,9 B=0,9 B=0,9

A representacao grafica dessas is6bolas (assumindo tendéncia polinomial de

2° grau com R? > 0,99) é mostrada na figura 10:
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IsObolas de aditividade: AEA+DAMGO

0.8-
0.6-
o
=2
o 0.4-
0.2-
0.0 1 1 1 1
0 5 10 15

a/ng

20

— Eygp
— Eg3p
— Eso

Figura 10. Is6bolas de aditividade para AEA+DAMGO. a = dose AEA, b = dose XYL. E1o, Ezo € Eso

correspondem a 10, 30 e 50% EMP, respectivamente
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5.4.3. Construcao de is6bolas de aditividade XYL+DAMGO

Para elaboracéo dessas curvas, expressa-se CxyL = f(Cpamco), logo b = f(c):

Tabela 12. Equagdes de isébolas de DAMGO+XYL.

Is6bola de aditividade (Efeito E): Equacéo daisdbola:
C
b= CIO,XYL - e 1
chs /n,
10,DAMGO
C
b = Csoxy1 — 30,XYL _
- chs /h,
30,DAMGO
Eso 4 (1 Tk ) - 1]
C
b = CsoxyL — A 1
- chs /h,
50,DAMGO
Os parametros dessas equagdes sao:
Tabela 13. Parametros das equacdes de is6bolas de DAMGO+XYL.

E1o Eso Eso
Cio0,0avco = 0,3 ug Cso,0avmco = 0,5 pg Cso,0avco = 0,8 ug
C1oxyL = 26,5 ug CsoxyL =41,9 ug CsoxyL = 58,1 ug
h2=3,1 h=3,1 h2=3,1
hs=2,7 hs=2,7 hs=2,7
y=12 y=1,2 y=1,2

A representacdo grafica dessas isobolas (assumindo tendéncia polinomial de

2° grau com R? > 0,99) é mostrada na figura 11:
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Isdbolas de aditividade: DAMGO+XYL

801
— Ejo

— Ego
— Esp

O || 1 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

c/ug

Figura 11. Is6bolas de aditividade para DAMGO+XYL. ¢ = dose DAMGO, b = dose XYL. Eio, E3o €

Eso correspondem a 10, 30 e 50% EMP, respectivamente

5.5. Determinacdo das combinacdes de doses AEA+XYL, AEA+DAMGO e
DAMGO+XYL

Objetivou-se estabelecer empiricamente doses binarias de AEA+XYL,
AEA+DAMGO e DAMGO+XYL tais que, se observado o principio de aditividade de
Loewe, gerariam uma resposta de 10, 30 e 50% EMP no teste algesimétrico de
retirada de pata. Essas doses sdo determinadas pela intersecdo das is6bolas de

aditividade com retas no plano cartesiano, representadas por equacdes do tipo:

y=¢.x,¢ ER

Essas equacOes estabelecem uma razdo de doses constante (¢) para a
combinacdo binaria dos agentes antinociceptivos. Cada intersecdo com uma das
is6bolas de aditividade € tomado como um ponto experimental a ser testado, isto €,

uma combinacdo de doses com uma resposta associada. Essa colecdo de relacdes

58



de efeito e doses combinadas permite a construgcdo de curvas dose-resposta que
revelam o perfil farmacodindmico da coadministracdo, que se comporta como um
farmaco independente, para o qual podem ser derivados parametros
farmacodinamicos. Esses dados podem entdo ser comparados com a predicao

teorica, para analise de sinergismo farmacolégico.

Na tabela a seguir se tem os valores de ¢ para cada combinacao binaria de

agentes farmacoldgicos testados:

Tabela 14. Razdes de doses fixas.

Combinagéo Binaria 0] Funcéo linear
AEA+XYL 1 b=a
AEA+DAMGO 0,02 ¢ =0,02a
DAMGO+XYL 30 b =30c

Utilizou-se o aplicativo WolpramAlpha® para determinacao das intersecoes de
cada uma dessa funcgbes lineares com as respectivas isébolas de aditividade, ou
seja, 0 ponto que é solucdo simultanea das equacfes de reta (funcdes lineares) e
das curvas de regressdo das isébolas. Os dados assim obtidos estdo sumarizados

na tabela seguir:

Tabela 15. Combinag¢des binarias de AEA, XYL e DAMGO.

Combinacéao Efeito Dose AEA/ng | Dose XYL/ug Dose
Binéria DAMGO/ug

E1o 7,5 7,5 ---
AEA+XYL Eso 12 12
Eso 16 16 -—-
E1o 6 --- 0,1
AEA+DAMGO Eso 9 --- 0,2
Eso 14 --- 0,3
E1o --- 6 0,2
DAMGO+XYL Eso --- 11 0,4
Eso --- 17 0,6
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As interseg¢fes séo ilustradas na figura 12:

Is6bolas de aditividade: AEA+XYL

60

b/pg

Isébolas de aditividade: AEA+DAMGO
1.0

0.8+

0.64

c/ng

0.4+

0.2+

0.0

Is6bolas de aditividade: DAMGO+XYL

c/ng

Figura 12. Intersecfes das retas de razao de doses constantes com isobolas de aditividade.
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5.6. Determinacdo de doses equiefetivas para construgdo de curvas dose-

resposta tedricas das combinac¢des binarias de agentes antinociceptivos

Partindo-se dos principios de aditividade de Loewe, é possivel determinar um
efeito aditivo tedrico para as combinagfes de doses em razdes fixas acima citadas.
Isto €, determinar qual é a dose “a” de um dado farmaco “A” que é equiefetiva a
dose “b” de um farmaco “B”. Para isso, langa-se mao do repertério de equacdes ja

citados.

5.6.1. Curva dose-resposta tedrica AEA+XYL

Nessa construcdo, expressaram-se as doses de AEA (a) como doses de XYL
equiefetivas (beq,a), € 0s efeitos aditivos foram preditos utilizando o modelo sigmoidal
derivado para XYL. Dessa forma, a dose de XYL aplicada na equacao sigmoidal foi,

portanto, igual a b + beg,a. A equacao a seguir ilustra o procedimento:

ha
b+b C;
( ;:I,a) - ) onde beq,a: 1,XYL .
(b +bega) =+ Ce? ch /ny
all+ W -1

0,XYL
indica o i-ésimo nivel de efeito maximo possivel, isto &, 10,

Efeito = Ea,b = Emax,XYL

[
|

Onde o indice
30 e 50% EMP. Sendo assim, na tabela a seguir, determinam-se os valores de beg,a

(dose de XYL equiefetiva a dose de AEA dada) para diferentes pares (a,b):

Tabela 16. Doses de XYL equiefetivas as doses de AEA.

Dose AEA Dose XYL Dose XYL
%EMP (a)/ng equiefetiva (b)/ ug (b + beq.a)
(beq,a)/Hg
10 7,5 19,5 7,5 27
30 12 31,6 12 43,6
50 16 41,3 16 57,3
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E, portanto, Eap como fungéo de (b +beq,a) € dado por:

Tabela 17. Dose-efeito para XYL.

(b+beq.a) Eab/%EMP
27 11
43,6 33
57,3 49

A figura 13 ilustra a curva dose-resposta de efeito Eap tedrico esperado para a

combinacdo AEA+XYL, se observado o principio de aditividade de Loewe:

100+

80~

60

% EMP

AEA+XYL: E, j, teorico

20 40 60
XYL (b + bgg.a)/ng

Figura 13. Curva dose-resposta teérica AEA+XYL.
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5.6.2. Curva dose-resposta tedrica AEA+DAMGO

Para elaboracédo dessa curva, as doses de AEA (a) foram expressas como
doses de DAMGO equiefetivas (Ceq,a). Os efeitos aditivos teodricos (Eac) foram entdo
derivados a partir do modelo sigmoidal obtido para DAMGO. Assim, a dose C + Ceg,a

foi aplicada na equacéo a seguir:

(C + Ceq,a)h3

h h3
(€ + Ceqa)™ + Cs0 pamco

Cipamco
ch Yn,
LAEA )\

Onde o indice “” indica o i-ésimo nivel de efeito maximo possivel, isto é, 10,

Efeito = E, . = Emax.pamco ],onde Ceq,a=

30 e 50% EMP. Sendo assim, na tabela a seguir, determinam-se os valores de Ceg,a

(dose de DAMGO equiefetiva a dose de AEA dada) para diferentes pares (a,c):

Tabela 18. Doses de DAMGO equiefetivas as doses de AEA.

Dose AEA Dose DAMGO Dose
%EMP (a)/ng equiefetiva DAMGO (c)/ (C + Ceqa)
(Ceq.a)/ng Hg
10 6 0,2 0,1 0,3
30 9 0,3 0,2 0,5
50 14 0,5 0,3 0,8

E, portanto, Eac como funcdo de (C +Ceq,a) € dado por:

Tabela 19. Dose-efeito para DAMGO.

(ct+cCeq.a) Eac/%EMP
0,3 11
0,5 30
0,8 50

A figura 14 ilustra a curva dose-resposta de efeito Eac tedrico esperado para a

combinacdo AEA+DAMGO, observando-se o principio de aditividade de Loewe:
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AEA+DAMGO: E, . teorico
100-
80-
O 60-
>
LLl
X 40-
20-
O'. 1 1 1 1
0 5 10 15 20
DAMGO (C + Ceq.a)/10

Figura 14. Curva dose-resposta teérica AEA+DAMGO.

5.6.3. Curva dose-resposta tedrica DAMGO+XYL

A curva de aditividade tedrica para a combinacdo DAMGO+XYL foi feita de
maneira similar, expressando-se a dose de DAMGO (c) como uma dose de XYL
equiefetiva (beq,c), € em seguida utilizando-se o modelo sigmoidal derivado para XYL.
Isto €, os efeitos tedricos Ebc foram preditos a partir da seguinte equacgéo, em que a

variavel independente € b +beg,c:

(b + beg )™

h
(b + beg,) + Cso.xvL

Ci,XYL
chs Yn,
y<1 +—%;'GO> - 1]

Onde o indice “” indica o i-ésimo nivel de efeito maximo possivel, isto é, 10,

Efeito = Ep ¢ = EmaxxyL ]’ onde beq,cz

30 e 50% EMP. Sendo assim, na tabela a seguir, determinam-se os valores de Ceqpb
(dose de XYL equiefetiva a dose de DAMGO dada) para diferentes pares (b,c):
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Tabela 20. Doses de XYL equiefetivas as doses de DAMGO.

Dose DAMGO Dose XYL Dose XYL
%EMP (c)/ug equiefetiva (b)/ ng (b + beq.c)
(bea,b)/Hg
10 0,2 17,2 6 23,2
30 0,4 31,6 11 42,6
50 0,6 41,6 17 58,6

E, portanto, Ebc como funcdo de (b +beq,c) € dado por:

Tabela 21. Dose-efeito para XYL.

(b+beg,b) Eb,c/%EMP
23,2 6
42,6 28
58,6 47

A figura 15 ilustra a curva dose-resposta de efeito Eb,c tedrico esperado para a

combinacdo DAMGO+XYL, observando-se o principio de aditividade de Loewe:
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DAMGO+XYL: Ey . tedrico

100+

60+

%EMP

40-

0 500 1000 1500
XYL (b + beq,c)/l»‘«g

Figura 15. Curva dose-resposta tedrica DAMGO+XYL.

5.7. Curvas dose-resposta experimentais para as combinacdes AEA+XYL,
AEA+DAMGO e DAMGO+XYL

A partir das doses de combinacdes binarias estabelecidas através da
intersecéo das isébolas com as retas de razdes de doses fixas, foi possivel elaborar
curvas dose-respostas experimentais para as colecdes de pontos (a,b), (a,c) e (b,c)
e seus respectivos efeitos experimentais Eap, Eac € Ebc. Os parametros
farmacodinamicos dessas curvas podem entdo ser derivados e estatisticamente
comparados com as predicbes tedricas de aditividade, para investigacao de

fenbmenos sinérgicos.
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5.7.1. Curva dose-resposta experimental AEA+XYL

Essa curva foi elaborada a partir das combinacdes de doses (a,b) de
AEA+XYL. O efeito Eab experimental foi entdo plotado como fungéo de b + bega. A

figura 16 a seguir ilustra a relacdo de dose-resposta assim obtida:

AEA+XYL: E, , experimental
80-
5 —
60+
[l
> 40-
S
20+
O : | | 1
0 20 40 60
XYL (b + beq a)/1g

Figura 16. Curva dose-resposta experimental AEA+XYL.

Dados farmacodinamicos derivados para essa curva foram obtidos,
novamente, aplicando-se um modelo de regressado nao linear sigmoidal de quatro

parametros. Os dados obtidos sdo mostrados na tabela a seguir:
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Tabela 22. Parametros farmacodindmicos experimentais AEA+XYL.

Valor estimado Erro-padréo 95% I.C.
Cso/pg 26 0,3 25,4 — 26,6
Emax 65,2% 1,2% 62,6% - 67,8%
Coeficiente de 6,9 1,9 28-11
Hill

Dessa forma, o modelo sigmoidal que representa essa curva é:

Egp = 65,2

[b + beq,a] 69

([b + begal”’ + 266'9)

Considerando esse modelo, as doses de XYL b + bega necessarias para gerar

10, 30 e 50%EMP sdo mostradas na tabela a seguir:

Tabela 23. Rela¢8es dose-efeito para XYL.

b + beq,a/ug
10% EMP 20,3
30% EMP 25,4
50% EMP 30,9

Sabendo-se que no modelo tedrico de aditividade utilizou-se os dados

farmacodinamicos derivados para XYL, pode-se determinar qual efeito aditivo é

esperado para essas doses b + beg,a, Substituindo-as na seguinte equacao:

E,p =795

[+ bega

]3,1

Assim, tem-se que:

Tabela 24. Efeito experimental AEA+XYL.

([b + begal®t +49,131)

b + beq,a/ug Efeito Ean/%MPE
20,3 5
25,4 9
30,9 15
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De posse desses dados, determinam-se os pares ordenados (a,b) com doses
de AEA e XYL na razao de doses fixas estabelecida (¢ = 1) que, considerando o

modelo de aditividade de Loewe, resultariam em 5, 9 e 15% EMP. Os valores sdo

mostrados na tabela a seguir:

Tabela 25. Doses binarias AEA+XYL.

%EMP b + Deq,a/pg Dose AEA/ng Dose XYL/ug
5 20,3 5,2 5,2
9 254 6,2 6,2
15 30,9 7,6 7,6

Esses resultados podem ser sumarizados em um indice de combinacéo (IC),
qgue corresponde a razdo das distancias entre os pontos (a,b) — experimentais e
tedricos, respectivamente - e a origem do plano coordenado (0,0). Isto é, uma razdo
adimensional centrada na unidade, cuja variagdo em torno de 1 indica sinergismo
(IC < 1), aditividade (IC = 1) e sub-aditividade (IC > 1). A definicdo matematica do IC

€ dada pela equacéo:

IC = d(o'o)i(aexp,bexp)

d(0:0)2(ateérico,bteérico)

Dessa maneira, calcularam-se os IC para o0s trés pontos experimentais
testados, e observou-se forte sinergismo farmacolégico na acdo analgésica da
coadministracdo de AEA e XYL. Os valores obtidos estéo na tabela a seguir:

Tabela 26. indices de combinagio para AEA+XYL.

Razbes indice de Combinacéo IC
E4/E10 0,69

Eo/E3z0 0,52

E14/Eso 0,48
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5.7.2. Curva dose-resposta experimental AEA+DAMGO

Essa curva foi construida a partir das combina¢gfes de doses (a,c) de
AEA+DAMGO. O efeito Eac experimental foi entdo plotado como funcéo de ¢ + Ceg,a.

A figura 17 a seguir ilustra a relacdo de dose-resposta obtida:

AEA+DAMGO: E, . experimental
100

80+

YEMP

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
DAMGO (¢ + Ceq,a)/1H9

Figura 17. Curva dose-resposta experimental AEA+DAMGO.

Dados farmacodinamicos derivados para essa curva foram obtidos,
novamente, aplicando-se um modelo de regressao nao linear sigmoidal de quatro

parametros. Os valores obtidos estdo na tabela a seguir:

Tabela 27. Parametros farmacodinamicos experimentais AEA+DAMGO.

Valor estimado Erro-padréo 95% I.C.
Cso/pg 0,3 ~0 ~0
Emax 72,9% 3,6% 65,2% - 80,6%
Coeficiente de 2,4 0,4 1,6 -3,2
Hill




Assim, o0 modelo sigmoidal que representa essa curva é:

[C + Ceq,a] 24

E,.=729
“ ([c + ceqra]m + 0,3“)

Considerando esse modelo, as doses ¢ + Ceqa NeCessarias para gerar 10, 30 e
50% EMP sao mostradas na tabela a seguir:

Tabela 28. Rela¢8es dose-efeito para DAMGO.

C + Ceq,a/HUg
10% EMP 0,1
30% EMP 0,3
50% EMP 0,4

Considerando que no modelo tedrico de aditividade foram utilizados os dados
farmacodinamicos derivados para DAMGO, é possivel se determinar qual efeito

aditivo é esperado para tais doses C + Ceq,a, através da equacao:

2,7
[c + ceqal
([c + ceq,al®” + 0,5%7)

E,. =643

Assim, tem-se que:

Tabela 29. Efeito experimental AEA+DAMGO.

C + Ceq,a/Ug Efeito Eac/%MPE
0,1 1
0,3 13
0,4 23

De posse desses dados, foram determinados os pares ordenados (a,c) com
doses de AEA e DAMGO na razdo de doses fixas estabelecida (¢ = 0,02) que,
considerando o modelo de aditividade de Loewe, resultariam em 1, 13 e 23% EMP
no teste algesimétrico de retirada de pata. Os valores obtidos sdo descritos na

tabela a seqguir:
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Tabela 30. Doses binarias AEA+DAMGO.

%EMP b + Deq,a/pg Dose AEA/ng Dose DAMGO/ug
1 0,1 0,9 0,02
13 0,3 2,7 0,05
23 0,4 3,5 0,07

Dessa maneira, calcularam-se os IC para o0s trés pontos experimentais

testados, e observou-se extremo sinergismo farmacoldgico na acdo analgésica da
coadministracdo de AEA e DAMGO, no paradigma de retirada de pata. Os valores

obtidos estédo na tabela a seguir:

Tabela 31. indices de combinag&o para AEA+DAMGO.

Razbes indice de Combinacéo IC
E1/E10 0,15

E13/E3o 0,30

E23/Eso 0,25

5.7.3. Curva dose-resposta experimental DAMGO+XYL

A construcdo dessa curva foi feita plotando-se o efeito experimental Eb,c como

uma funcdo de b + beqc, correspondente a uma combinacdo de doses (c,b) de

DAMGO+XYL. A figura 18 a seguir ilustra a relacédo de dose-resposta obtida:
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Figura 18. Curva dose-resposta experimental DAMGO+XYL.

Dados farmacodindmicos derivados para essa curva foram obtidos,
novamente, aplicando-se um modelo de regressao nao linear sigmoidal de quatro

parametros. Os valores obtidos estdo na tabela a seguir:

Tabela 32. ParAmetros farmacodin@micos experimentais DAMGO+XYL.

Valor estimado Erro-padréo 95% I.C.
Cso/pg 40 3,6 32,5-47,6
Emax 64,5% 6% 56,7% - 82%
Coeficiente de 3 0,7 16-45
Hill

Assim, o modelo sigmoidal que representa essa curva é:

[b + beg,c]?

E,. =645
. ([b + bege]’ + 403)
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Considerando esse modelo, as doses b + beqc Necessarias para gerar 10, 30

e 50% EMP sdo mostradas na tabela a seguir:

Tabela 33. Rela¢8es dose-efeito para XYL.

b + Deq,c/ug
10% EMP 22,7
30% EMP 38,2
50% EMP 60,4

Sabendo-se que no modelo tedrico de aditividade foram utilizados os dados
farmacodinamicos derivados para XYL, determina-se qual efeito aditivo € esperado

para as referidas doses b + beq.c, através da equagao:
3,1
[b+ beg,c]

Epc =79.5
be ([b + beg o] + 49,131)

Assim, determina-se que:

Tabela 34. Efeito experimental DAMGO+XYL.

b + beq.c/Hg Efeito Eb,c/%MPE
22,7 7
38,2 25
60,4 52

Foram entéo determinados os pares ordenados (c,b) com doses de DAMGO e
XYL na razéo de doses fixas estabelecida (¢ = 30) que, de acordo com o modelo de
aditividade de Loewe, resultariam em 7, 25 e 52% EMP no teste algesimétrico de

retirada de pata. Os valores obtidos sdo descritos na tabela a seguir:

Tabela 35. Doses binarias DAMGO+XYL.

%EMP b + beq,c/ug Dose DAMGO/ug Dose XYL/ug
7 22,7 0,2 6
25 38,2 0,3 9
52 60,4 0,6 18
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Dessa maneira, calcularam-se os IC para os trés pontos experimentais
testados, notando-se que ndo ha efeito sinérgico apreciavel, no paradigma de
retirada de pata, quando da coadministracdo de DAMGO+XYL. Nota-se apenas
efeito aditivo na antinocicepcdo mediada por esses agentes, como pode ser
observado na tabela a seguir:

Tabela 36. indices de combinag&o para DAMGO+XYL.

Razdes indice de Combinacéo IC
E7/E10 1

E2s/Ezo 0,8

Es2/Eso 1

5.8. Isobologramas

Foram construidos isobologramas para as combinacdes AEA+XYL,
AEA+DAMGO e DAMGO+XYL, representando as colecdes de pontos aditivos
tedricos e experimentais obtidos. Nota-se que essa representacdo grafica ilustra
bem os dados de IC obtidos para todas as combina¢cBes binarias feitas. Os

isobologramas gerados sédo mostrados na figura 19:
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Isobolograma: AEA+XYL

Isobolograma: AEA+DAMGO

c/ng

Isobolograma: DAMGO+XYL

c/pg

Figura 19. Isobologramas para as combinac6es AEA+XYL, AEA+DAMGO e DAMGO+XYL.
Pontos aditivos tedricos s&o representados por “0” e pontos experimentais por "x”, marcados ao longo
das retas de razdes de doses fixas. As isGbolas de cores vermelha, verde e azul correspondem aos

niveis de efeito 10, 30 e 50% EMP, respectivamente.
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5.9. Comparacdo de efeitos tedricos e experimentais das combinacdes
AEA+XYL, AEA+DAMGO e DAMGO+XYL

Os efeitos experimentais obtidos para cada combinacao binaria de AEA+XYL,
AEA+DAMGO e DAMGO+XYL foram comparados com os efeitos aditivos tedricos
preditos, através de um teste de hipbteses que pressupunha, como hipétese nula,
igualdade de efeitos observados. A variancia dos efeitos aditivos teoricos foi

estimada conforme descrito no item 3.9.3.

5.9.1. Comparacdao de efeitos para AEA+XYL

A figura 20 ilustra a comparacdo de efeitos aditivos tedricos e efeitos
experimentais observados para as combinacdes de doses testadas para AEA+XYL.
Nota-se que o efeito antinociceptivo experimental é significativamente maior que o
aditivo tedrico previsto para todas as combinac¢des de dose testadas, indicando forte
sinergismo farmacoldgico entre AEA e XYL, no efeito observavel do paradigma de

retirada de pata.
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Figura 20. Comparacéo dos efeitos tedricos e experimentais para AEA+XYL. Nota-se forte
sinergismo no efeito experimental observado, se comparado ao efeito aditivo previsto, para todos os

niveis de efeito testados: Eio, Eso e Eso. (***p < 0,001)

5.9.2. Comparacéao dos efeitos para AEA+DAMGO

Os efeitos aditivos tedricos e experimentais observados para as combinacdes
AEA+DAMGO foram estatisticamente comparados, como mostrado na figura 20. E
notavel que o efeito antinociceptivo experimental seja significativamente maior que o
aditivo tedrico previsto, o que indica forte sinergismo de efeito para todas as
combinacgdes de dose testadas.
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Figura 21. Comparag&o dos efeitos tedricos e experimentais para AEA+DAMGO. E possivel se
observar forte sinergismo no efeito experimental observado, para todos os regimes de dose testados
e niveis de efeito, Eio, E3o e Eso. (p <0,001)

5.9.3. Comparacéao dos efeitos para DAMGO+XYL

A andlise de efeitos experimentais, em comparacdo com efeitos aditivos
tedricos, para DAMGO+XYL revela dados interessantes. Nota-se que, para 0s niveis
de efeito de 10% (E10) e 50% (E50) EMP, existe diferenca significativa entre a
predicdo aditiva tedrica e o observado experimentalmente, indicativo de sinergismo
farmacoldgico dos agentes antinociceptivos no paradigma de retirada de pata.
Porém, ndo houve diferenca significativa entre os efeitos tedrico e experimental para
30%EMP (E30), o que indica aditividade de efeitos. A figura 21 ilustra esses

achados.
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Figura 22. Comparacéo dos efeitos tedricos e experimentais para AEA+DAMGO. Nota-se
sinergismo de efeito farmacolégico, para as combinacfes DAMGO+XYL, apenas para Eio € Eso. No
nivel de efeito Ezo ndo houve diferenca significativa entre o efeito aditivo teérico e o experimental
observado, indicando aditividade.

5.10. Avaliacdo imunohistoquimica da expressédo de CBiR e MOR em tecidos

de coxim plantar e DRGs lombares de camundongos

A deteccdo qualitativa da expressdo dos GPCRs CBiR (receptor
canabinoidergico) e MOR (receptor opioidergico) foi feita através de
imunohistoquimica, com uso do cromogeno diaminobenzidina (DAB) para marcacao
de células imunopositivas. Ndo foram feitas quantificacbes e, portanto, comparagdes
entre grupos, apenas buscou-se estabelecer a ocorréncia desses GPCRs em tecido
de pata (local de administracdo dos agonistas) e DRGs lombares (ganglios que

contém os corpos celulares de neurdnios aferentes primarios que inervam a pata).
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5.10.1. Avaliagdo morfdlogica dos coxins plantares e DRGs lombares
dissecados

Para se determinar a validade dos métodos de disseccao de coxins plantares
e DRGs lombares (L3-L5) descritos, foram feitas avaliacdes morfoldgicas de seccdes
congeladas (16 um) desses tecidos por coloragdo HE, em um grupo de animais (n =
5). A figura 23 mostra imagens representativas dos tecidos dissecados. E importante
ressaltar que, em todos os experimentos, os trés DRGs coletados por animal foram
agrupados para viabilizar a rotina histologica, ndo se discriminando, portanto, qual

ganglio lombar estava sendo analisado.

Figura 23. Sec¢des congeladas coradas com HE. (a) DRG lombar de camundongo, indicando-se,
com a ponta de seta, corpos celulares de neurdnios aferentes primarios, cercados de células gliais

satélite (citoplasma mais claro); (b) coxim plantar de camundongo, evidenciando-se as camadas de

epiderme com a ponta de seta. Note que se trata de pele glabra, logo a auséncia de foliculos pilosos.
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E possivel notar que as técnicas de disseccdo propostas sdo adequadas, ja
gue se obteve uma morfologia satisfatoria e coerente com o que era esperado e
amplamente descrito na literatura (ROSS et al., 2012). Dessa forma, procedeu-se
com outras analises biomoleculares, baseadas nos métodos de coleta de tecidos de
coxim plantar e DRGs lombares (L3-L5) descritos e validados.

5.10.2. Avaliagdo imunohistoquimica da expressdo de CB1R em tecidos
de coxim plantar e DRGs lombares de camundongos

Estabelecida a técnica de disseccdo, foi entdo caracterizada,
qualitativamente, a expressédo de CB1R em secc¢bes congeladas (16 um) de tecidos
de coxim plantar e DRGs lombares (L3-L5) de camundongos. Foram utilizados dois
grupos (n = 5), um recebendo o tratamento com PGE: trés horas antes da
disseccdo, e outro recebendo apenas NaCl 0,9% m.V-1, também trés horas antes da
disseccéo, ambos por via intraplantar. Foi utilizado o anticorpo anti-CB1R (Santacruz
Biotechnology, sc-10066) crescido em cabra, na diluigdo de 1:400, conforme

orientacdo do fabricante. A figura 24 ilustra seccfes representativas obtidas.
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Figura 24. Avaliacdo imunohistoquimica da expressao de CB1R em tecidos de DRGs lombares
(L3-L5) e coxim plantar de camundongos. (a) imagem representativa de DRG lombar de grupo
tratado com NaCl 0,9% m.V-1. Note a forte marcacao citoplasmatica (seta) de corpos celulares de

neurdnios aferentes primarios; (b) DRG lombar de grupo tratado com PGEz. E possivel notar
imunomarcacéao forte para os corpos celulares de neurénios pseudo-unipolares, indicando a presenca
de CB:R; (c) seccdo de coxim plantar de animal tratado com NaCl 0,9% m.V-1. Nota-se marcacao
intensa de células da epiderme (seta), indicando expressao constitutiva desses receptores em
gueratindcitos; (d) corte de coxim plantar de animal tratado com PGE_2, indicando, novamente,

expresséo epidérmica de CB:R.

5.10.3. Avaliacdo imunohistoquimica da expressao de MOR em tecidos de
coxim plantar e DRGs lombares de camundongos

A caracterizagdo qualitativa da expressédo do receptor opioidergico MOR em
tecidos de coxim plantar e DRGs lombares (L3-L5) foi realizada também por técnica

imunohistoquimica, empregando-se secc¢des congeladas de 16 um. Dois grupos de
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animais (n = 5) foram tratados ou com NaCl 0,9% m.V-1 ou com uma dose de 2 pg
de PGE, via intraplantar, e os tecidos descritos foram dissecados trés horas apos a
injecdo e submetidos a rotina histoldgica. Foi utilizado um anticorpo anti-MOR
(Santacruz Biotechnology, sc-7488) crescido em coelho, na diluicdo de 1:400,
conforme orientacdo técnica do fabricante. A figura 25 ilustra as imunomarcacdes

obtidas em ambos os tecidos.

Figura 25. Anélise qualitativa, por imunohistoquimica, da expressdo de MOR em coxim plantar
e DRGs lombares (L3-L5) de camundongos. (a) imunomarcacdo de DRG lombar tratado com NacCl
0,9%m.V1. Note a intensa marcagéo citoplasméatica dos corpos celulares neuronais (seta); (b) DRG
lombar de animal tratado com PGE, indicando (seta) forte imunomarcacgéo para MOR nos corpos
celulares neuronais; (c) sec¢éo de coxim plantar tratado com NaCl 0,9% m.V-1. Nota-se marcacao da
camada epidérmica indicada pela seta; (d) coxim plantar tratado com PGE:2 e imunomarcado para

MOR, indicando, na seta, a intensa marcacao da epiderme.
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5.11. Avaliagcdo da ocorréncia de heterodimeros CBiR-MOR em neurdnios
DRG lombares por PLA

A confirmacgéo imunohistoquimica da expressao de CBiR e MOR em DRGs
lombares (L3-L5) de camundongos motivou a investigagdo da ocorréncia de
heterodimeros CB1R-MOR em neurdnios cultivados desses ganglios. Foi aplicada a
técnica de PLA indireto, como descrito na sec¢do 3.8.2. O fluoréforo usado para
marcacao (TexasRed®) apresenta bandas de absor¢cédo e emissao iguais a 596 e
615nm, respectivamente. Os nucleos foram corados com DAPI. A leitura foi feita em
microscopio confocal. A figura 26 ilustra imagens representativas obtidas. Nota-se,
nos trés aumentos avaliados, intensa marcacdo em vermelho fluorescente
perinuclear, que decorre da co-localizagdo dos GPCRs CB1R e MOR. Considerando
gue a distancia média entre dois antigenos, para que haja sinal de PLA, é de cerca
de 16 nm (BELLUCCI et al., 2014), os resultados preliminares obtidos indicam
ocorréncia de heterodimeros CBiR-MOR em neurdnios DRG lombares (L3-L5)

cultivados por 24 horas.
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Figura 26. PLA indireto em neurénios DRG cultivados. Note a intensa marcacao
perinuclear em vermelho (nulcleos em azul corados com DAPI). Essa pontilhacédo
fluorescente indica co-localizacédo de CB1R e MOR, que podem estar
heterodimerizados. (a) e (b) aumento de 10 X e 40 X, respectivamente, em
tratamento com NaCl 0,9% m.V-%, tomado como controle positivo; (c) aumento de 40
X em tratamento com PGE2; (d) zoom digital em neurénio DRG tratado com PGE2,
destacando o aspecto pontilhado da imunomarcacao de PLA.
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6. Discussao
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A técnica isobolografica, fundamentada nos principios de aditividade de
Loewe, tem sua elaboragdo metodoldgica estritamente dependente do conhecimento
das curvas dose-resposta dos farmacos administrados individualmente. Tais curvas
dose-resposta sdo teoricamente estruturadas baseando-se na lei da acédo de
massas e na nocao de receptores farmacologicos — especificos e saturaveis — que,
em conjunto, determinam a escolha do modelo farmacodinamico a ser utilizado
(TALLARIDA, 2011).

A analise da ocorréncia de sinergismo farmacolégico na coadministracdo de
agentes antinociceptivos, como AEA, XYL e DAMGO, deve levar em conta que se
tratam de agonistas de GPCRs, com perfis de ligacdo farmacodinamicamente
caracterizaveis por modelos pautados na lei da acdo de massas. De fato, quando
administrados perifericamente, esses agentes, isolados ou em associacao, reduzem
o limiar nociceptivo dos animais no teste de retirada de pata, sem, entretanto causar
efeitos sistémicos. Portanto, os efeitos desses farmacos sdo perifericamente
modulados pela expressdo de GPCRs especificos, que sao seus alvos
farmacoldgicos. Assim, caracterizou-se, através de imunohistoquimica, a expressao
de CB1R e MOR em tecido de coxim plantar de camundongo, regido de
administracdo desses farmacos. A avaliacdo foi qualitativa e tomada em t3 apés a
administracdo de PGE2 ou NaCl 0,9%m.V1, ja que nesse intervalo ndo ha tempo
habil para mudanca dos niveis de expressdo dos GPCRs em questdo. Notou-se
expressdo, em camadas epidérmicas da pele glabra de coxim plantar, de ambos o0s
GPCRs CB1R e MOR. De fato, os achados para CB1R foram concordantes com os
descritos por Stander e colaboradores (2005), que observaram intensa marcagao
desse GPCR em queratinécitos epidérmicos humanos. Para MOR, a
imunomarcacao também corrobora achados da literatura, em que a expressao desse
GPCR em queratindcitos da epiderme é bem documentada (BIGLIARDI-QI et al.,
2004).

Neste trabalho, optou-se por um modelo farmacodinamico sigmoidal, que
considerasse as caracteristicas proprias dos GPCRs CB1R, MOR e azR: unico sitio
ortostério, ligacdo especifica a agonistas e saturavel. Outro ponto interessante é que
0 ndo houve necessidade de expressar as doses usadas em escala logaritmica, ja

que a variacdo escalar da dose cobriu, no maximo, uma ordem de grandeza.
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Dessa forma, fica evidente o aspecto sigmoidal das curvas dose-resposta
para AEA, XYL e DAMGO obtidas, em que o coeficiente e Hill, inclinacdo da
tangente no ponto de inflexdo da curva, € maior que 1. Esse coeficiente, que mede o
grau de cooperatividade na ligacdo, € uma generalizacdo ao modelo hiperbdlico que

pressupde h = 1.

As curvas obtidas demonstram que a eficacia absoluta ndo € de 100% para
nenhum dos agentes antinociceptivos testados, ou seja, ndo ha efeito hipoalgésico
associado a administracdo de AEA, XYL ou DAMGO. Assim, em relacéo a eficacia,
podem-se classificar os farmacos como: EficaciaxyL > Eficaciaaea > Eficaciabamco.
Além disso, a escala de doses utilizadas revela a poténcia dos agentes, expressa
pelo valor, em massa, da Cso. Considerando que todos s&o farmacos de relativo
baixo peso molecular, a relagéo entre Cso obtidos é direta e proporcional & poténcia
das substancias. Nota-se que os valores de Cso variam entre os tratamentos em até
trés ordens de grandeza, revelando diferentes aplicabilidades farmacoldgicas das
substéancias, baseadas em seus perfis farmacodinamicos. Podem-se classificar os

agentes como: Poténciaaea > Poténciabamco > PoténciaxyL.

O perfil de regressdao ndo linear também foi distinto para os agentes
antinociceptivos avaliados. A variabilidade, expressa como a qualidade da regresséao
no indice R?, em que 0 < R? < 1, sendo R? = 1 um ajuste perfeito, foi relativamente

baixa, como mostrado na tabela a seguir:

Tabela 37. Qualidade da regressao nao-linear.

Agente antinociceptivo R? (regresséo néo linear)
AEA 0,99
XYL 0,84
DAMGO 0,96

Os dados farmacodinamicos derivados foram considerados adequados para a
construgdo de isObolas de aditividade referentes aos pares AEA+XYL,
AEA+DAMGO e DAMGO+XYL, nos niveis de efeito 10, 30 e 50% EMP. As isobolas,
geradas a partir dos principios de aditividade de Loewe, sdo via de regra tomadas

como retas no plano cartesiano de combinacdes de doses, o0 que pressupde que as
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eficacias dos farmacos coadministrados sejam iguais. De fato, nota-se, pela analise
de dose-resposta acima, que essa premissa ndo € verdadeira para 0s agentes
antinociceptivos AEA, XYL e DAMGO no teste de retirada de pata. Portando, apenas
para AEA+XYL observa-se uma tendéncia linear (R? > 0,99) nas is6bolas de
aditidividade construidas. Para AEA+DAMGO e DAMGO+XYL, as curvas geradas
desviam da linearidade, e um ajuste polinomial de grau 2, com R? > 0,99, de fato
indica a natureza curva dessas is6bolas. A andlise de isébolas curvas segue a
mesma racionalidade das is6bolas lineares, como extensamente descrito por

Grabovisky e Tallarida (2004).

As razbes de doses fixas foram determinadas empiricamente, considerando-
se a variabilidade da resposta experimental que seria obtida. Dessa forma, 0s
valores de ¢ escolhidos refletem a necessidade de se diminuir tal variabilidade, isto
€, aumentar o percentual de efeito observavel atribuivel ao farmaco com melhor
perfil farmacodinamico. Para essa determinagdo, foram consideradas as variancias
de Cso para cada curva dose- resposta obtida, assim como o valor de R?. Portanto, a
variabilidade na resposta esperada para cada agente antinociceptivo pode ser
escalonada como: Variabilidadeaea < Variabilidadepavco < VariabilidadexyL. Dessa
forma, para as combinacdes de dose AEA+XYL e AEA+DAMGO, o percentual de
efeito atribuivel a AEA foi maior que aqueles para XYL e DAMGO, respectivamente.
Para as combinacdes DAMGO+XYL, seguiu-se a mesma racionalidade e priorizou-

se o efeito atribuivel a DAMGO. Os dados sédo sumarizados na tabela a seguir:
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Tabela 38. Percentuais de resposta de cada farmaco nas associagdes binarias.

Combinacéao Efeito % Efeito AEA | % Efeito XYL %Efeito
Binaria DAMGO
E1o 72% 28% -
AEA+XYL Eso 12% 28% -
Eso 72% 28% -
E1o 67% - 33%
AEA+DAMGO Eso 60% - 40%
Eso 63% - 37%
E1o - 26% 74%
DAMGO+XYL Eso - 26% 74%
Eso - 29% 71%

As curvas-dose resposta de efeitos aditivos tedricos foram geradas baseando-

se estritamente nos principios de aditividade de Loewe, que pressupdem:
Efeito(a+ b) = Esa+a,) = Epwa+p) = Eas

Isto é, é possivel determinar doses an e ba equiefetivas a doses b e a,
respectivamente. Essa nocdo permite que se construam curvas prevendo efeitos
puramente aditivos, que sé@o considerados uma situacdo de idealidade. Dadas as
combinacbes a serem testadas, desvios da idealidade (sinergismo ou sub-
aditividade) sédo quantificaveis e estatisticamente validaveis, sem que seja feita
nenhuma premissa mecanistica sobre o modo de acédo dos farmacos em separado.
De fato, esse € um ponto que crucial para a adocao da aditividade de Loewe como

referencial tedrico do presente trabalho (TANG et al., 2015).

A construcdo das curvas-resposta tedricas determina, dessa forma, o
referencial ideal de aditividade contra o qual se compara os dados experimentais
obtidos. As curvas experimentais elaboradas em raz0es de doses fixas para
AEA+XYL, AEA+DAMGO e DAMGO+XYL apresentam paréametros
farmacodinamicos proprios, determinaveis a partir de uma analise de regressao néo
linear como a feita para os agentes antinociceptivos em separado. De fato, essas

combinacdes binarias, se mantida a razdo de doses fixa, comportam-se como
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farmacos independentes (GESSNER, 1995). Essa abordagem é importante para que
sejam racionalizados regimes terapéuticos baseados na coadministracdo de
farmacos, como por exemplo, anestésicos, em que interacfes farmacoldgicas
fundamentam muito da pratica dos profissionais de saude, como nos processos de
inducédo e manutencdo de anestesia combinando-se hipnéticos (propofol, isoflurano)
com agentes anestésicos (fentanil, 6xido nitroso) (MINTO et al., 2000).

O IC é uma grandeza adimensional, uma razdo de distancias radiais de
pontos experimentais e tedricos, respectivamente, tomados em relacdo a origem do
plano coordenado (0,0) (RAFFA et al., 2010). Trata-se de um estimador de
sinergismo bastante descrito por Chou (2010) e tomado como referéncia na analise
de associacdo de farmacos. Nos experimentos descritos neste trabalho, foi
observado sinergismo, expresso por um IC < 1, apenas para AEA+XYL e
AEA+DAMGO. A combinacdo DAMGO+XYL elicitou apenas efeitos aditivos, como
expresso pelos IC = 1. Esses resultados replicam achados de Tham e colaboradores
(2005), que usaram um modelo de nocicep¢ao aguda em camundongos para analise
de efeitos antinociceptivos da coadministracdo de CP55,940 (agonista
canabinoidérgico), morfina (agonista opioidérgico) e dexmedetomidina (agonista
adrenérgico), em combina¢Bes bindrias. Os autores reportam que apenas as
combinac¢des CP55,940+morfina e CP55,940+dexmedetomidina foram sinérgicas
para os efeitos de nocicepcéao térmica observados, sendo que a coadministracdo de

morfina+dexmedetomidina apresentou resultados aditivos.

Uma critica ao IC é falta de validacao estatistica da medida. Dessa forma, faz-
se necessaria a comparacao dos efeitos aditivos tedricos previstos com os efeitos
experimentais observados. Para isso, faz-se necessério estimar a variancia dos
efeitos tedricos aditivos, para realizacdo de um teste t modificado comparando as
médias obtidas (TALLARIDA, 2000). Nessa estimativa, as variancias das doses
individuais dos farmacos combinados sdo consideradas, assim como a variagdo da
resposta da associagédo em relagédo a cada farmaco individual (diferenciagéo parcial).
Dessa forma, um estimador ndo tendencioso de variancia € obtido, e procede-se
com o teste de hipéteses para as médias dos efeitos preditos e observados
(KAZANTIS et al.,, 2016). No presente estudo, as combinacdes AEA+XYL e
AEA+DAMGO foram consideradas sinérgicas de acordo com essa abordagem, ja
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gue os efeitos experimentais, para todas as combinacdes de doses testadas, foram
significativamente maiores que os efeitos aditivos tedricos preditos (p < 0,001). E
interessante notar que, diferentemente do observado pela analise do IC, os efeitos
das combinacbtes de doses DAMGO+XYL, para os niveis de efeito 10 e 50%EMP,
foram também significativamente maiores que o predito teoricamente, o que indica,
nessa perspectiva sinergismo. Apenas o nivel de efeito 30%EMP foi aditivo nessa

abordagem, como p > 0,05 na comparacao das médias.

Tomados em conjunto, esses dados sugerem que de fato existe profundo
sinergismo  farmacologico decorrente da coadministracdo de agentes
antinociceptivos canabinoidérgicos, opioidérgicos e adrenérgicos em combinacdes
binarias, no teste algesimétrico de retirada de pata. Esses achados sdo relevantes
se considerada a premente necessidade de se amplificar as estratégias de
abordagem terapéutica da dor, que segue impactando a qualidade de vida de
individuos afligidos (RAMALHO, 2009).

Os dados obtidos na analise isobolografica motivaram a busca por uma
justificativa molecular no sinergismo farmacolégico observado. Apesar de a analise
fundamentada nos principios de aditividade de Loewe prescindirem do estrito
conhecimento dos mecanismos de acao dos farmacos associados, € possivel se
especular sobre as causas de eventos sinérgicos. E sabido que a oligomerizacéo de
GPCRs impacta profundamente nas propriedades farmacolégicas desses
receptores, sobretudo na capacidade (e seletividade) das unidades protoméricas de
se acoplarem a diferentes proteinas G (Gi, Gq, Gs), de sinalizarem para o interior da
célula e de ocorréncia de internalizacdo dos GPCRs. Além disso, a oligomerizacao
de GPCRs afeta os parametros cinéticos e dinamicos de ligacdo de agonistas a
esses receptores, criando uma diversidade farmacolégica inesperada para 0s
protbmeros isolados (TERRILLON et al., 2004).

De fato, o reconhecimento dessas unidades heterodiméricas sinalizadoras
como efetores farmacol6gicos com propriedades Unicas motiva a busca por ligantes
bivalentes, moléculas que combinam dois farmacoforos ligados a um espacador,
uma espécie de alca molecular que une ligantes de receptores distintos. Nesse
sentido, encontram-se descritos na literatura diversos ligantes bivalentes, capazes,

em teoria, de seletivamente ligarem-se a homo- ou heterodimeros de GPCRs, e
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tendo como alvos farmacoldgicos diferentes oligdmeros. E notavel que ligantes
bivalentes que combinam farmacoforos para CBiR e MOR comportem-se, em testes
algesimétricos, como potentes agentes antinociceptivos incapazes de causar
tolerancia (LE NAOUR et al., 2013). Outras evidéncias farmacologicas que suportam
a hipotese de formacéao de heterodimeros CB1R-MOR fundamentam-se em achados
classicos feitos pelo nosso grupo de pesquisa, em que a antinocicepg¢ao induzida por
morfina é completamente revertida pelo antagonista de CBiR AM251 (PACHECO et
al., 2008), e por Manzanares e colaboradores (1999), que mostram que a analgesia
induzida pelo A°-THC (agonista parcial CBiR) pode ser blogueada pela

coadministracdo de naloxona, um antagonista opioidérgico inespecifico.

Nesse sentido, buscou-se, no presente trabalho, caracterizar a ocorréncia de
heterodimeros CB1R-MOR em neurénios aferentes primarios de DRGs lombares
(L3-L5) de camundongos. Os ax6nios desses neurdnios pseudo-unipolares formam
0s tratos nervosos que inervam o coxim plantar desses animais, compondo assim o
nervo isquiatico. Dessa maneira, sdo esses 0s neurbnios, dos referidos ganglios, os
responsaveis pela nocicepcao periférica induzida por PGE2. Dai a necessidade de
compreensao do padréo de heterodimerizagdo CB1R-MOR nessas células, tanto sob
condicdes fisiolégicas (administracdo intraplantar de NaCl 0,9%m.V' em to;
disseccdo e coleta dos DRGs em t3), quanto em quadros hipernociceptivos
farmacologicamente induzidos (administracdo intraplantar de PGE2 em to; dissecc¢éo
e coleta dos DRGs em t3). Nesse trabalho, por limitacbes técnicas e de tempo, foi
feita apenas avaliagcédo qualitativa, por PLA indireto, da ocorréncia de CB1R-MOR em
neurbnios DRG cultivados. As etapas de padronizacdo da técnica foram longas e
desafiadoras, impossibilitando a execucédo de analise quantitativa em tempo habil.

Existem distintos métodos de disseccao de DRGs murinos descritos na
literatura, cada um com suas proprias vantagens e desvantagens. De fato, € uma
técnica elaborada que exige treino e habilidade, sobretudo porque a disseccgéo é
feita em lente binocular (RICHNER et al., 2017; SLEIGH et al.,, 2016). Dessa
maneira, buscou-se confirmar adequacdo do método adaptado de coleta por
coloragdo de HE, para caracterizagdo morfologica qualitativa dos géanglios
dissecados. O mesmo foi feito para tecido de coxim plantar, e observou-se, em

ambos 0s casos, que os métodos de disseccdo apresentavam-se adequados. Nota-
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se, entretanto, que o citoplasma das células satélite dos DRGs aparece encolhido, o
que se deve, provavelmente, ao uso de solucdo de sacarose 30% m.V'l como
agente crioprotetor. Essa solucdo hipertbnica desidrata profundamente o tecido,
para evitar a formacdo de cristais de gelo no processo de congelamento para
criosseccdo, que poderiam descaracterizar drasticamente a estrutura microscopica

da amostra.

Para execucdo do PLA indireto, optou-se por cultivo celular de neurdnios
DRGs lombares (L3-L5), dissecados trés horas apés a administracdo de PGE: (pico
de acdo da prostaglandina) ou de NaCl 0,9% m.V, tomado como um controle
positivo de imunorreagcdo. Os neurdnios foram cultivados por 24h antes de se
proceder com a rotina do PLA indireto, descrita na se¢ao 3.8.2. Os resultados
obtidos revelam extensa co-localizagdo de CB1R-MOR, inclusive no grupo tratado
apenas com NaCl 0,9% m.V-1. Isso provavelmente se deve a natureza dinamica dos
oligdbmeros de GPCRs, que estdo constantemente sendo formados e desagregados,
num processo coordenado por mdltiplos fatores e dependente de forcas
intermoleculares ndo covalentes, que sdo exatamente as responsaveis pela
modulacdo alostérica mutua dos protdmeros, que tanto afeta as propriedades
biolégicas dos heterodimeros de GPCRs (FUXE et al., 2012). De fato, demonstra-se,
in silico, que em uma bicamada lipidica contendo uma populacdo de GPCRs
prototipicos, cerca de 20% dessas unidades estdo dinamicamente oligomerizadas,
favorecendo uma nocao de “oligomerizacao constitutiva” (SADIQ et al., 2013). Dessa
forma, os resultados aqui apresentados confirmam a ocorréncia in situ de
heterodimeros CB1R-MOR neurbnios DRGs lombares (L3-L5) de camundongos
cultivados.

Infelizmente, por limitacdes técnicas e de tempo, ndo foi possivel estabelecer
correlacdo direta entre a ocorréncia desses heterodimeros e a atividade
antinociceptiva da coadministracdo de AEA+DAMGO. Sugere-se, de qualquer forma,
que tais heterocomplexos de GPCRs tenham alguma implicacdo na antinocicep¢ao
sinérgica mediada por esses agentes farmacologicos, quando usados
simultaneamente. O presente trabalho abre novas perspectivas de exploragcdo do
sinergismo farmacolégico e sua relacdo com o paradigma da oligomerizacdo de

GPCRs. Como acéo futura, pode-se sugerir diversas abordagens, como analises
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eletrofisioldgicas da atividade sinérgica em nivel celular, tratamento das culturas de
neurénios DRG com o0s agentes utilizados e analise dos nives de co-localizacdo de

GPCRs alvos, por PLA indireto, entre outras possibilidades de desdobramentos.

Em conclusdo, pode-se inferir que a coadministracdo de agentes
antinociceptivos AEA+XYL e AEA+DAMGO € uma estratégia promissora para se
aumentar a poténcia e eficacia dos regimes de doses utilizados, ja que existe um
profundo sinergismo na acdo farmacoldgica desses agentes. Essa acdo sinérgica
pode estar associada a ocorréncia de heterodimeros de GPCRs, como CB1R-MOR,
que possuem propriedades farmacolégicas Unicas e distintas dos protdémeros

isolados.
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