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RESUMO

A Neuropatia Diabética Periférica (NDP) é a complicacdo mais comum do
diabetes, atingindo aproximadamente 50% dos pacientes diabéticos e sendo a principal
causa de morbidade por ulceracdo do pé e amputacdo. Dentre 0s pacientes que
desenvolvem a NDP, entre 20 e 30% sofrem de Dor Neuropética Diabética (DND).
Individuos afetados pela DND descrevem os episodios de dor como sensacdes de
formigamento, queimacéo, dorméncia e/ou perfuracdo por agulhas eletrizadas. Estudos
clinicos e pré-clinicos tém mostrado que pacientes diabéticos com DND apresentam
aumento na concentracao sérica de TNF, enquanto estudos com animais diabéticos tém
mostrado que o TNF induz o aumento da expressdo de canais de sddio Nay 1.7, o0 que
resultaria na sensibilizacdo de terminais periféricos de neurénios nociceptores, fator que
contribuiria para o desenvolvimento da DND. Atualmente, os tratamentos disponiveis
para a DND resultam em alivio insatisfatério da dor para a maioria destes pacientes. Por
isso, 0 presente trabalho verificou se o tratamento de ratos diabéticos com o Composto
A, um agente natural com comprovada atividade anti-inflamatdria, é capaz de prevenir o
desenvolvimento da hiperalgesia nestes animais. Para tanto, ratos Wistar com 28 dias de
vida foram induzidos ao diabetes via injeg@o intraperitoneal de estreptozotocina (65
mg/kg). Durante o periodo de 60 dias, estes ratos tiveram avaliados seu limiar mecénico
pelo método de Randall-Selitto. Apds coleta de amostras de sangue, a concentragdo sérica
de TNF foi medida nestes ratos no dia anterior a inducao ao diabetes e no dia 60 apds a
inducéo pelo método de ELISA. No dia 60 apds a indugdo ao diabetes, os ratos foram
eutanasiados para obtencdo de seus DRGs e dissociacdo de seus neurdnios. Destes
neurdnios foram aferidas a corrente total de sodio pela técnica de Patch Clamp, na
modalidade Whole Cell. Estes protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais — CEUA — sob o numero de protocolo 233/2013. Os ratos do grupo
Diabético apresentaram hiperglicemia sustentada em comparacdo com ratos do grupo
Controle (550,7 + 10,6 mg/dl, n=22 e 117,9 + 1,7 mg/dl, n= 24, respectivamente, dia 60
apos a inducdo ao diabetes). Neste parametro, ratos diabéticos tratados com o Composto
A (Diabético + CA) apresentaram valores de glicemia similar aos do grupo Diabético
(539,4 £ 30,1 mg/dl, n=7). O grupo Diabético também mostrou reducdo do limiar
mecanico quando comparado com o grupo Controle (116,1 +5,8 g, n=16 e 212,1 +5,9 g,
n=18, respectivamente, dia 60 apds a inducdo ao diabetes), sendo esta redugdo do limiar
mecanico do grupo Diabético atenuada no grupo Diabético + CA (143,9 £ 5,6 g, n=11).



Concomitante com estes dados, os ratos do grupo Diabético exibiram elevada
concentracdo sérica de TNF em comparacdo com os ratos do grupo Controle (624,9 +
97,8, n=7 e 340,3 £+ 16, n=7, respectivamente), enquanto nos ratos do grupo Diabético +
CA os valores verificados foram similares aos do grupo Controle (320,8 + 10, n=7). Em
relacdo aos dados de eletrofisiologia celular, o grupo Diabético apresentou aumento da
densidade da corrente total de sddio em comparagdo com o grupo Controle (231,4 + 25,1
pA/pF, n =10 e 189,4 + 10,7 pA/pF, n = 18, respectivamente). O grupo Diabético + CA,
por sua vez, exibiu valores de densidade da corrente total de sddio semelhante aos do
grupo Controle (159,2 + 14,7 pA/pF, n = 12). Estes dados indicam que o tratamento com
0 Composto A foi capaz de atenuar, mas ndo impedir completamente, o desenvolvimento
da hiperalgesia. Esta atenuacdo resulta, possivelmente, da reducdo nos niveis de TNF
sérico dos ratos do grupo Diabético + CA.

O presente trabalho também verificou os efeitos da exposicdo de neurbnios
dissociados do DRG ao TNF na concentragdo de 700 pg/ml (concentragdo similar a
encontrada no sangue de ratos do grupo Diabéticos) sobre a densidade das correntes de
sodio sensivel a TTX (TTXs) e resistente a TTX (TTXr) pela técnica de Patch Clamp.
Com 6 horas de exposicdo, o TNF induziu o aumento tanto na densidade da corrente de
sodio TTXs (=89%) quanto na densidade da corrente de sddio TTXs (=65%). No entanto,
se verificou que o TNF sensibiliza tanto a cinética de ativacdo estacionaria rapida quanto
a cinética de inativacdo rapida da corrente de sddio TTXs, apenas, causando
hiperpolarizagdo nos valores de V12 na ordem de =5 mV e =3 mV, respectivamente. Com
estes dados, nota-se que a concentracdo sérica de TNF encontrada nos ratos do grupo
Diabético é capaz de alterar a alterar a corrente de soédio TTXs e TTXr, de forma a
contribuir com o0 aumento da excitabilidade destes neurdnios. Desta forma, a reducao nos
niveis séricos de TNF nos ratos do grupo Diabético + CA atenuaria o desenvolvimento

da hiperalgesia nestes ratos.

Palavras-chave: dor neuropatica diabética, fator de necrose tumoral, neurdnios do DRG,

canal de sédio Nay 1.7



ABTRACT

Peripheral Diabetic Neuropathy (PDN) is the most common complication of
diabetes, affecting approximately 50% of diabetic patients and being the main cause of
foot ulcer morbidity and amputation. Among patients who develop PDN, between 20 and
30% suffer from Diabetic Neuropathic Pain (DNP). Individuals affected by DNP describe
episodes of pain such as tingling sensations, burning, numbness and/or drilling by
electrified needles. Clinical and preclinical studies have shown that diabetic patients with
DNP show an increase in serum TNF concentration, whereas studies with diabetic
animals have shown that TNF induces increased expression of Nay 1.7 sodium channels,
which would result in sensitization of terminals periphery of nociceptive neurons, a factor
that would contribute to the development of DNP. Currently, treatments available for
DNP result in unsatisfactory pain relief for most of these patients. Therefore, the present
study verified whether the treatment of diabetic rats with Compound A, a natural agent
with proven anti-inflammatory activity, is able to prevent the development of
hyperalgesia in these animals. For this, 28-day-old Wistar rats were induced to diabetes
via intraperitoneal injection of streptozotocin (65 mg/kg). During the 60 day period, these
rats had their mechanical threshold assessed by the Randall-Selitto method. After
collection of blood samples, serum TNF concentration was measured in these rats on the
day prior to diabetes induction and at day 60 after induction by the ELISA method. At
day 60 after induction to diabetes, the rats were euthanized to obtain their DRGs and
dissociate their neurons. From these neurons the total sodium current was measured by
the Patch Clamp technique, in Whole Cell mode. These protocols were approved by the
Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) under the protocol number 233/2013.
The rats of the Diabetic group had sustained hyperglycemia in comparison to control rats
(550.7 £ 10.6 mg/dl, n=22 and 117.9 = 1.7 mg/dl, n=24, respectively, day 60 after
induction to diabetes). In this parameter, diabetic rats treated with Compound A (Diabetic
+ CA) showed glycemic values similar to those of the Diabetic group (539.4 £ 30.1 mg/dl,
n=7). The Diabetic group also showed a reduction of the mechanical threshold when
compared to the Control group (116.1 +5.8 g, n=16 and 212.1 + 5.9 g, n=18, respectively,
day 60 after induction to diabetes). This reduction in the mechanical threshold of the
diabetic group was attenuated in the Diabetic + CA group (143.9 = 5.6 g, n=11).
Concomitant with these data, the rats of the Diabetic group exhibited a high serum TNF
concentration compared to the Control group rats (624.9 + 97.8, n=7 and 340.3 £ 16, n=7,



respectively), while in the Diabetic + CA rats the values verified were similar to those in
the Control group (320.8 £ 10, n=7). Regarding to the cellular electrophysiology data, the
Diabetic group presented increase of total sodium current density in comparison with the
Control group (231.4 = 25.1 pA/pF, n=10 and 189.4 £ 10.7 pA/pF, n=18, respectively).
The Diabetic + CA group, on the other hand, showed values of total sodium current
density similar to those in the Control group (159.2 £ 14.7 pA/pF, n=12). These data
indicate that treatment with Compound A was able to attenuate, but not completely
prevent, the development of hyperalgesia. This attenuation is possibly a result of the
reduction in serum TNF levels of the rats from the Diabetic + CA group.

The present work also verified the effects of the exposure of neurons dissociated
from DRG to TNF at a concentration of 700 pg/ml (concentration similar to that found in
the blood of rats from the Diabetic group) over both TTX-sensitive sodium currents
(TTXs) and resistant to TTX (TTXr) by the Patch Clamp technique. After 6 hours
exposure, TNF induced the increase in both TTX sodium current density (=<89%) and
TTX sodium current density (=65%). However, it was found that TNF sensitizes both the
fast stationary activation kinetics and the fast inactivation kinetics of the TTXs sodium
current, only, causing hyperpolarization in the V1,2 values in the order of =5 mV and =3
mV, respectively. With these data, it is noticed that the serum concentration of TNF found
in the rats of the Diabetic group is able to induce a change in the sodium current TTXs
and TTXr, in order to contribute with the excitability increase of these neurons. Thus, the
reduction in serum TNF levels in the Diabetic + CA group rats would attenuate the

development of hyperalgesia.

Key words: diabetic neuropathic pain, tumor necrosis factor, DRG neurons, sodium

channel Nav 1.7
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Diabetes e Dor Neuropatica Diabética

A Organizagdo Mundial de Saide (WHO) define diabetes como uma doenca
crénica que decorre da producao deficiente de insulina ou da incapacidade do organismo
de utiliza-la de forma eficiente. Como resultado, a concentracdo basal de glicose na
corrente sanguinea se eleva, resultando em hiperglicemia (WHO, 2015). Segundo
estimativas, 9% da populacdo mundial maior de 18 anos é acometida pela diabetes (WHO,
2014a), enquanto cerca de 1,5 milhdes de mortes tiveram como causa direta a diabetes
(WHO, 2014b). A projecdo da WHO aponta que, em 2030, a diabetes sera a 72 maior
causa de mortes no mundo (MATHERS; LONCAR, 2006).

Pacientes com diabetes sofrem com complica¢cbes macrovasculares, como infarto
no miocardio, acidente vascular cerebral e doenca vascular periférica, e microvasculares,
que se manifestam como neuropatia periférica (um de muitos mecanismos), retinopatia e
nefropatia (CALLAGHAN et al., 2011).

A neuropatia periférica tem como uma de suas principais causas a diabetes
(BOULTON et al., 2005). Dentre os varios tipos de neuropatia diabética, a manifestacao
clinica mais comum ¢€ a polineuropatia simétrica distal, também denominada neuropatia
diabética periférica (NDP), que acomete 75% dos pacientes com neuropatia diabética
(PEDROSA, 2014; POP-BUSUI et al., 2017). Estimativas de incidéncia e prevaléncia da
NDP apresentam grande variacdo (BOULTON et al., 2005; BOULTON; VALENSI,
TESFAYE, 2009; ANG et al., 2014), mas grandes grupos de estudo, como o Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT)/Epidemiology of Diabetes Intervations and
Complications (EDIC) sugerem que a NDP atinja cerca de 20% das pessoas com diabetes
tipo 1 apos 20 anos do inicio da doenga (MASER et al., 1989; TESFAYE et al., 1996;
ALBERS et al., 2010; MARTIN et al., 2014; POP-BUSUI et al., 2017). A NDP se faz
presente em 10-15% dos pacientes recém-diagnosticados com diabetes tipo 2 (YOUNG
et al., 1993; UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY GROUP, 1998), com taxas que
atingem até 50% destes pacientes apds 10 anos da doenca (POP-BUSUI et al., 2013; ANG
etal., 2014).



Geralmente, a NDP afeta regifes mais distais do corpo, como dedos do pe, mas
progride lentamente, envolvendo os pés e as pernas em sentido proximal. Dessa forma, é
comum a perda de fibras nervosas, tanto autondmicas quanto somaticas, e assim
retinopatia diabética e nefropatia também podem ocorrer (TESFAYE; BOULTON;
DICKENSON, 2013). Ulceracéo do pé e dor neuropatica sdo as principais consequéncias
clinicas da NDP, e estdo associadas a morbidade e mortalidade do paciente (BOULTON;
KIRSNER; VILEIKYTE, 2004).

A etiologia da NDP é complexa; estudos tém mostrado que a alteracdo de fluxo
sanguineo, hiperglicemia e alteracbes metabdlicas (estresse oxidativo/nitrosativo,
produtos finais de glicosilacdo avancada e resposta pré e anti-inflamatdria) estdo
envolvidas (DOWNS; FAULKNER, 2015). Em modelo animal de diabetes, evidéncias
de reducdo no fluxo sanguineo para os nervos periféricos sdo encontradas no intervalo de
tempo de poucos dias ap6s a administracdo de agentes quimicos, como a estreptozotocina
(STZ). Essa reducdo no fluxo sanguineo sempre precede a reducdo da velocidade de
conducdo nervosa (CAMERON et al., 1991; WRIGHT; NUKADA, 1994; FLINT;
COTTER; CAMERON, 2000). Estas alteracdes resultam em hipoxia neuronal, incidindo
em comprometimento da funcdo nervosa dando inicio a neurodegeneracdo (TUCK;
SCHMELZER; LOW, 1984). Tal efeito também foi descrito em ganglios autonémicos,
ganglios da raiz dorsal e no hipocampo (CAMERON; COTTER, 2001, MANSCHOT et
al., 2003). E importante enfatizar, porém, que a hipéxia acima mencionada
(normoglicémica, resultante da reducdo do fluxo sanguineo) deve-se somar os efeitos da
hipoxia hiperglicémica, denotada a seguir.

Uma vez que as células do sistema nervoso central e periférico apresentam alta
demanda de glicose em seu metabolismo energético (GREENE; WINEGRAD, 1979), a
captacdo da glicose em nervos periféricos é realizada pelos transportadores de glicose
GLUT (Glucose Transporters) 1 e GLUT3, ndo dependentes da acdo da insulina. Dessa
forma, a concentracdo de glicose extracelular determina sua concentracdo intracelular
(STEWART et al., 1967; GREENE; WINEGRAD, 1979; KASANICKI; PILCH, 1990;
MAGNANI et al., 1996), promovendo assim um meio intracelular hiperglicémico. Esse
aumento da concentragéo de glicose intracelular promove tanto a saturacéo da atividade
da hexoquinase (figura 1) na via glicolitica neuronal quanto aumento da atividade da
aldose-redutase, ja que esta ultima possui um Ky, elevado (70 mM). Como resultado, mais
glicose ¢ deslocada para a via dos polidis (DVORNIK, 1987), o que ocasiona acidifica¢do
do meio intracelular neuronal (NYENGAARD et al., 2004).
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FIGURA 1- Esquema da via de sintese do sorbitol.

Este evento de acidificacdo intracelular recebe o nome de hipoxia hiperglicémica,
e induz o fechamento de canais para K* do tipo retificadores de entrada (Kir) responsaveis
pela manutencédo do potencial de membrana (GRAFE; BOSTOCK; SCHNEIDER, 1994).
A despolarizacdo da membrana promovida pela acidificagdo intracelular pode,
diretamente, bloquear a conducdo do impulso nervoso e, quando mantida, aumentar a
concentragio de Ca?* intracelular (WAXMAN; RANSOM; STYS, 1991), que pode
acarretar em degeneracao estrutural do axénio (SCHLAEPFER; BUNGE, 1991). O fato
de este processo ser irreversivel sugere que a acidificacdo intracelular neuronal exerce
um papel importante no desenvolvimento da neuropatia diabética (GRAFE; BOSTOCK;
SCHNEIDER, 1994).

Além deste mecanismo mencionado acima, a hiperglicemia também contribui
com a patogénese da neuropatia diabética por promover reducdo da velocidade de
conducio nervosa sensorial (MOORE et al., 1980; WEIS; DIMPFEL; SCHRODER,
1995; STEVENS et al., 2004) e motora (FERREIRA et al., 2002; SUGIMOTO et al.,
2013), concomitante com hiperalgesia (ZHANG et al., 1997; ROMANOVSKY et al.,
2004) e alodinia (LEE; LIN; CHEN, 2014). Mais tardiamente, a hiperglicemia produz
axonopatia, desmielinizacdo e degeneracdo dos nervos dos animais diabéticos
(SCHMIDT et al., 2004). Além destas alteracdes, a hiperglicemia gera alteracGes
metabolicas, as quais se credita um papel central no desenvolvimento da neuropatia
diabética. E o caso da via dos polidis, do estresse oxidativo, da formagio de produtos
finais de glicacdo avancada e da resposta pro-inflamatoria persistente decorrente da
ativacao do Fator Nuclear kB (NF-kB) e sinalizacdo da Proteina Quinase Ativada por
Mitdgeno p38 (MAPK p38) (BROWNLEE, 2001; PURVES et al.,2001; HUIZINGA et



al., 2007). Somam-se a estes fatores a dislipidemia e 0 comprometimento da sinalizacédo
da insulina. O primeiro fator induz respostas pro-inflamatérias via adipocinas
(PHILLIPS; PRINS, 2008), enquanto o segundo conduz o neurénio a disfungéo
mitocondrial e estresse oxidativo (VELOSO et al., 2011; CALLAGHAN et al, 2012;
KIM et al., 2012).

Usualmente, os pacientes acometidos pela NDP procuram ajuda médica somente
quando a dor surge (TESFAYE et al, 2005), um sintoma que pode afetar até 25% dos
individuos com NDP (DAOUSI et al., 2004; DAVIES et al., 2006; ZIEGLER et al., 2009;
ABBOTT et al.,, 2011). A Dor Neuropatica Diabética (DND) é caracterizada por
formigamento, queimagéo, dorméncia e sensacao de perfuracdo por agulhas eletrizadas
(BANSAL; KALITA; MISRA, 2006; TESFAYE; BOULTON; DICKENSON, 2013).
Normalmente é considerada entre moderada e severa e, frequentemente, piora a noite,
causando disturbios de sono. A dor pode ser constante e acompanhada de uma resposta
exacerbada a estimulos dolorosos (hiperalgesia). Também pode ser evocada por simples
contato, como ao se calgar uma meia, sapatos ou mesmo o uso de cobertores (alodinia).
Estes sintomas podem afetar consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes,
impactando diretamente na sua capacidade de realizacdo de atividades diarias e podendo
influenciar negativamente o seu humor. Além disso, pode levar o individuo a se isolar do
convivio social, o que pode incidir em depressdo (QUATTRINI; TESFAYE, 2003;
GORE et al., 2005; TESFAYE; BOULTON; DICKENSON, 2013).

Estudos clinicos e pré-clinicos tém indicado que o desequilibrio entre as citocinas
pré-inflamatoérias e as anti-inflamatdrias pode ser um fator de desenvolvimento da DND
(UCEYLER; SCHAFERS; SOMMER, 2009). De fato, estes estudos mostraram
especificamente o papel do TNF como um agente patogénico adicional no

desenvolvimento da DND.

1.2 TNF

A descricdo do fendmeno de necrose hemorragica de tumores em humanos
induzido por endotoxinas derivadas de bactérias remonta a 1891. Na ocasido, o cirurgido
Dr. William Coley utilizou o que batizou de “toxinas de Coley”, um extrato do

sobrenadante de bactérias Streptococcus pyogenes e Serratia marcescens mortas por
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calor, para induzir a regressdao de tumores em pacientes com neoplasias inoperaveis
(WIEMANN; STARNES, 1994; BICKELS et al., 2002). Apesar da constatacdo de
remissao do tumor em alguns casos, esta préatica foi abolida devido aos efeitos colaterais.
Porém, apenas em 1962, pelo trabalho de O’Malley et al., foi demonstrado pela primeira
vez que o efeito de regressdo tumoral promovido pela endotoxina é indireto. Os autores
mostraram que o soro de animais tratados com lipopolissacarideos poderia desencadear a
necrose hemorrégica de tumores em animais ndo expostos ao lipopolissacarideos,
propondo que este efeito seria mediado por um “fator necrosante tumoral”. Ja em 1972,
Carswell et al. mostraram que o soro de camundongos infectados com o bacilo Calmette-
Gueérin e tratados com endotoxina continha uma substancia, a qual chamaram “fator de
necrose tumoral” (TNF), que atuava na necrose de tumores de forma similar a endotoxina
em si. Eles demonstraram que o soro TNF-positivo era igualmente eficaz a endotoxina
como promotora de necrose hemorragica em fibrossarcoma induzido por metilcolantreno
(PARAMESWARAN; PATIAL, 2010).

No inicio da década de 1980, uma pesquisa paralela mostrou a funcéo do TNF sob
uma perspectiva diferente. Denominada caquetina, a molécula aparentemente néo-
relacionada com o TNF mediava a atividade enzimética da lipoproteina lipase,
caracteristica encontrada em doengas crbnicas (KAWAKAMI; CERAMI, 1981,
BEUTLER et al., 1985a). Com estudos posteriores demonstrando que estas moléculas
eram idénticas, notou-se que o TNF é um mediador bioldgico central cuja regulacdo deve
ser bem controlada (BEUTLER et al., 1985b; PENNICA et al., 1985).

O TNF é uma citocina produzida por muitos diferentes tipos de células.
Entretanto, células da linhagem monocitica — como macréfagos, astroglia, microglia,
células de Langerhans, células Kupffer e macréfagos alveolares — sdo as principais
produtoras de TNF (PFEFFER et al., 1993; FLYNN et al., 1995). Grandes quantidades
de TNF podem ser geradas em resposta a presenca de proteinas de bactérias ou de
parasitas, mas todo estimulo potencialmente nocivo, desde fisico e quimico a
imunolégico, pode rapidamente induzir a produgéo e liberagdo de TNF (COWARD et al,
2002; RUSSO; POLOSA, 2005). E traduzido como uma proteina de 26 kDa, sendo
expresso na membrana celular (MTNF). Posteriormente pode ser clivado no dominio
extracelular por uma enzima metaloproteinase e desintegrina 17 (ADAM-17), também
conhecida como enzima conversora de TNF (TACE), para liberacéo da sua forma soltvel
(STNF) de 17 kDa (BLACK et al., 1997; MOSS et al., 1997). Para apresentarem atividade
bioldgica, tanto a mTNF quanto a STNF requerem a trimerizagdo, e as duas formas séo
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biologicamente ativas (PALLADINO et al., 2003). Acredita-se que a sinalizacdo por
mTNF ocorre por comunicagdo justacrina, secundaria ao contato direto entre células
(KRIEGLER et al., 1998).

Na busca de antagonistas fisiologicos para o TNF, trés grupos de pesquisa
conduziram experimentos que levaram a descoberta de duas proteinas que inibiam a
citotoxicidade do TNF in vitro (OLSSON et al., 1989; SECKINGER; ISAAZ; DAYER,
1989; ENGELMANN et al., 1989; ENGELMANN; NOVIC; WALLACH; 1990). Essas
proteinas, encontradas em pequena quantidade em urina humana, exerciam seu efeito
devido a sua ligacdo de alta afinidade com o TNF e, por isso, receberam 0s nomes
proteinas ligantes ao TNF I e Il (TBP I e TBP I, respectivamente) (WALLACH et al.,
1991). Apenas apos estudos demostrando a relagcdo imunoldgica entre o TNF e seus
ligantes (ENGELMANN; NOVIC; WALLACH; 1990) e a clonagem molecular de dois
cDNAs que codificam os receptores de TNF tipo 1 e 2 (TNFR1, também conhecido como
p60, p55, CD120a e TNFRII, ou p80, p75, CD120b, respectivamente) foi possivel
confirmar que as TBP | e Il eram, de fato, as formas soliveis do TNFR1 e TNFR2
(SCHALL et al., 1990; NOPHAR et al., 1990; KOHNO et al., 1990). De fato, ambos
podem ser clivados da membrana celular, pelas j& mencionadas metaloproteinases, em
resposta a inflamacdo. Essa por¢do extracelular do receptor clivada retém a habilidade de
se ligar ao TNF, agindo assim como inibidor endégeno de TNF (VAN ZEE et al., 1992).

Ambos o0s receptores sdo glicoproteinas transmembrana com cisteinas multiplas
repetidas no dominio N-terminal extracelular. Porém, ainda que seus dominios
extracelulares partilhem da mesma homologia funcional e estrutural, seus dominios
intracelulares séo distintos e traduzem seus sinais tanto por vias distintas quanto
sobrepostas (figura 2) (LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001).
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FIGURA 2- Esquema da via de sinalizacdo do TNF. A ligacdo do TNF ao receptor TNFR1 resulta na
configuracdo de TRADD (dominio da morte associado ao TNFR) e FADD (dominio da morte associado
ao Fas). O complexo do TRADD recruta a proteina adaptadora TRAF-2 (fator 2 associado ao TNFR),
enquanto o FADD estimula a cascata de caspase. NIK [quinase indutora de NF-«B (fator nuclear kB)], RIP
(proteina que interage com o receptor) e ASK | (quinase reguladora do sinal de apoptose 1) sdo moléculas
sinalizadoras que interagem com TRAF-2 na sequéncia da cascata de sinalizacdo, sendo capazes de
canalizar a sinais que levam a inflamac&o e morte celular. A ligacdo de TNF ao receptor TNFR2 recruta a
proteina adaptadora TRAF-2, que ativa diretamente a cascata de inflamacdo, via geragdo de NF-xB ou
MAPK p38 (proteina quinase ativada por mitdgeno p38) e ativa a morte celular mediada por caspase via
recrutamento de FADD e RIP. Adaptado de RUSSO; POLOSA, 2005.

A caracteristica primaria que distingue o dominio intracelular dos dois receptores
¢ a presenca do “dominio da morte” no receptor TNFR1, ausente no TNFR2. Este
dominio de aproximadamente 70 aminoacidos permite ao TNFRI induzir a morte celular
programada diretamente. Outra diferenca entre os dois receptores reside no modo como
sdo ativados. Enquanto o TNFR1 pode ser ativado tanto pelo mTNF quanto pelo sTNF,
acredita-se que o TNFR2 é primariamente ativado pelo mTNF (GRELL et al., 1995).
Além disso, enquanto o0 TNFR1 é expresso constitutivamente em praticamente todo tipo
celular, o TNFR2 é restrito a tipos especificos de células, como neurdnios, células do
sistema imune e células endoteliais (VANDENABEELE et al., 1995; KALLIOLIAS;
IVASHKIV, 2016).

A ligacdo do TNF aos seus receptores resulta em ativagdo do processo de

sinalizacdo intracelular que culmina em enorme diversidade de resposta celular, incluindo



diferenciacéo, ativacédo celular, liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios e apoptéticos
(WAJANT; HENKLER; SCHEURICH, 2001).

1.3 TNF e Dor Neuropatica Diabética

Como mencionado anteriormente, dada a importancia do TNF como mediador
bioldgico, sua regulacdo deve ser bem controlada. Entretanto, a literatura tem apontado
um cenario em que esta regulacdo fina tem se desestabilizado. No trabalho de Esposito et
al. (2002), os autores mostraram que a elevacdo da glicemia basal de maneira sustentada
é capaz de promover um aumento na concentracdo plasmatica de TNF, mesmo em
individuos ndo diabéticos saudaveis. Em experimentos realizados com cultura celular se
verificou que o meio hiperglicémico estimula a sinalizacao inflamatoria que ativa o fator
nuclear-xB (NF-xB) (YERNENI et al., 1999; CHEN et al., 2003; RAMANA et al., 2003),
0 qual pode vir a promover a transcrigdo de TNF e insercéo deste no ciclo de sinalizagédo
enddcrino/paracrina ligada a liberacdo de TNF, ao que se segue nova ativagdo de NF-«xB
(REDDY et al., 2009). Ha ainda o trabalho recente de Li et al., (2015), também utilizando
cultura celular, mostrando que o meio hiperglicémico induz o aumento da expressdo da
metaloproteinase ADAM-17, achado que ajuda a correlacionar o estabelecimento da
hiperglicemia em individuos diabéticos e a conseguinte elevacdo de TNF plasmatico.
Somam-se a estes trabalhos os achados clinicos que associam a elevacgdo de citocinas pro-
e anti-inflamatérias um papel critico na inducéo e persisténcia da DND (GONZALEZ-
CLEMENTE etal., 2005; CALVO, DAWES, BENNETT, 2012; UCEYLER, SOMMER,
2008), as quais se encontram aumentadas no soro do sangue de pacientes diabéticos que
apresentam neuropatia com dor (UCEYLER et al., 2007). E o caso do trabalho de
Ortmann e Chattopadhyay (2014), no qual os autores puderam destacar a importancia do
papel do TNF como um agente patogénico adicional no desenvolvimento da neuropatia
diabética. Neste trabalho os autores mostram aumento da imunorreatividade para TNF
em cortes histoldgicos do ganglio da raiz dorsal (DRG), do corno dorsal da medula
espinal, do nervo ciatico e da pele da pata de ratos que desenvolveram neuropatia
diabética dolorosa. Diversos trabalhos na literatura tém correlacionado esta elevagdo na
concentracdo plasmatica de TNF com a alteracdo da expressao e/ou funcdo de canais de

sodio voltagem dependentes, elementos criticos no estabelecimento da excitabilidade
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neuronal. Isto reflete, a0 menos em parte, na reducdo do limiar para ativacdo dos nervos
periféricos, promovendo assim o estabelecimento da dor neuropética crénica (TANAKA
et al., 2004; JOSHI et al., 2006; DONG et al., 2007; JEON; LEE; CHO, 2009; CHENG
etal., 2012).

1.4 Canais de sodio dependente de voltagem

N&o por coincidéncia, a motilidade outrora emergente em organismos
multicelulares ocorreu concomitantemente ao desenvolvimento do sistema nervoso, uma
rede elétrica especializada requerida para coordenar a resposta de células distintas
separadas por longas distancias (LIEBESKIND, 2011; LIEBESKIND et al., 2016;
MARLOW; ARENDT, 2014). Esta comunicacao se estabelece pela geracdo e propagacao
sustentada de um sinal elétrico em forma de onda bem definida e padronizada, o potencial
de acdo (figura 3). A geracdo do potencial de acdo requer a acdo coordenada de proteinas
especificas, residentes na membrana de células excitaveis, capazes de converter estimulos

quimicos e elétricos em influxos e efluxos iénicos (HILLE, 2001a).

- Potencial de repouso
- Estimulo sublimiar
- Potencial de acao

20 mV

2ms

FIGURA 3- Tragado representativo de um potencial de a¢do de um neurénio do DRG. Pode-se notar o
potencial de repouso em torno de -55 mV (tragado preto), a resposta passiva de membrana ante um estimulo
sublimiar (tracado azul) e o potencial de acdo deflagrado em resposta a um estimulo capaz de atingir o
limiar. Tracado real obtido no Laboratério de Membranas Excitaveis - UFMG. MACEDO, 2015.



Em 1952, Alan Hodgkin e Andrew Huxley utilizaram dados experimentais de uma
sequéncia de publicacfes sobre condutancias dependentes de voltagem em axonio gigante
de lula (HODGKIN; HUXLEY; KATZ, 1952; HODGKIN; HUXLEY, 1952a-c) para
propor um modelo matematico e fisico que, acuradamente, previu a forma do potencial
de acdo (HODGKIN; HUXLEY, 1952d). Com base neste modelo, Hodgkin e Huxley
puderam descrever as propriedades funcionais e estruturais das proteinas de membrana,
0s canais ionicos, que delineiam a formacdo do potencial de agéo, incluindo seus
mecanismos de permeabilidade i6nica, seletividade e gating. A nivel celular, 0 modelo
ainda previu as condicdes que controlam o intervalo de tempo entre o estimulo e a
deflagracdo do potencial de acédo, incluindo o limiar e o periodo refratario (CATTERALL
etal., 2012).

Conforme descoberto por Hodgkin e Huxley, os canais de sddio dependentes de
voltagem (Nay) iniciam o potencial de acdo em nervos, musculos e outras células
excitaveis. Sua ativacdo despolariza a membrana, determinando a fase ascendente do
potencial de acdo. Seu papel como iniciadores dos sinais elétricos os tornam, assim,
componentes cruciais do sistema nervoso (HODGKIN; HUXLEY, 1952d, GUY;
SEETHARAMULU, 1986; CATTERALL et al., 2000; CATTERALL et al., 2012).

Apesar de terem sido os primeiros da superfamilia de canais ibnicos a serem
descobertos [familia que inclui canais de potassio dependentes de voltagem, canais de
calcio dependentes de voltagem, canais do tipo TRP (receptores de potencial transiente)
e canais HCN (ativados por hiperpolarizacdo e nucleotideos ciclicos)], a familia dos Nay
€ a mais recente na escala evolutiva, tendo evoluido dos canais de calcio, similarmente
estruturados por conterem quatro dominios homélogos (ANDERSON; GREENBERG,
2001; HILLE, 2001). Os Nay sdo constituidos por um complexo contendo uma
subunidade o de 260 kDa associado a uma ou mais subunidades 3 auxiliares (B, B2 e/ou
3) de 33-36 kDa. A subunidade o resulta de uma Unica sequéncia de aproximadamente
2000 residuos de aminoacidos que se inserem 24 vezes na membrana celular. Estas
insercdes, ou seguimentos transmembrana, se dividem em quatro regiGes homologas,
denominados dominios I-1V, com cada dominio contendo seis segmentos transmembrana
(S1-S6) (figura 4) (AHMED et al., 1992).

10



o \NH3+ (5

+H3N ' )
N ‘ (04 '\ 1
[32 ' > \ B-ScTx a-ScTx (‘ Bl
Extracelular W\ ] f)ﬂ L X
1fkald 1[talalslSlel  |1fotald 1[2tald
ul +
Intracelular -0,C T P [ co;
Poro T Drogas
Sensor de = o s
Inativagao
voltagem
+H3N
COy

Modulagdo

FIGURA 4- Organizacdo do canal de sédio. Cilindros representam os elementos a helicoidais; linhas
curvilineas representam a cadeia polipeptidica de cada subunidade, com comprimento aproximadamente
proporcional ao nimero de residuos de aminoacidos presentes no subtipo de canal de sédio presente no
cérebro de rato; W representa sitio de N-glicosila¢do; sitios comprovados de fosforilagdo pela proteina
quinase A (circulos) e C (losangos); h no circulo cinza representa a al¢a de inativagao; circulos de cor cinza
representam a regido receptora da alca de inativagédo; a e B-ScTx representam sitios de ligagdo para toxinas
de escorpido. Adaptado de CATTERALL, GOLDIN, WAXMAN, 2005.

Em cada dominio dos Nay se encontram o modulo sensor de voltagem, formados
pelos segmentos S1-S4, e o mddulo formador do poro do canal, composto pelos
seguimentos S5 e S6, bem como pelas algas P1 e P2 (figura 5A) (PAYANDEH et al.,
2011). O estudo de canais de sodio de bactérias pelo uso da técnica de cristalografia
mostrou que 0s quatro modulos sensores de voltagem (S1-S4) estdo organizados no
entorno de um poro aquoso central constituido pelos modulos formadores do poro do
canal de sodio, os seguimentos S5-S6 (figura 5B) (MCCUSKER et al.,, 2012;
PAYANDEH et al., 2012).
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FIGURA 5- A. Visualizagdo lateral da estrutura tercidria um dominio do canal de sodio de bactéria
(NayAb) mostrando os seguimentos S1 ao S6, além da alga que liga os seguimentos S4 e S5 (linker) e das
alcas que ligam os seguimentos S5 e S6 (P1 e P2). Em cinza, o volume do poro aquoso formado pelos
seguimentos S5 e S6 e alcas P1 e P2. B. Visualizag8o superior da estrutura do canal NayAb colorido de
acordo com a organizacdo pseudotetramérica esperado para o canal de sédio eucariético. Nota-se aqui 0
arranjo estrutural de forma que os médulos sensores de voltagem cercam os madulos formadores do poro
do canal. DI-IV — Dominios I-1V; PD — Mddulo formador do poro. Adaptado de AHERN et al., 2016.

Os canais de sodio sdo altamente seletivos a entrada do sédio no meio intracelular,
com a razdo entre a permeabilidade do canal ao potassio e ao sodio sendo menor que 0,1
(FAVRE; MOCZYDLOWSKI; SCHILD, 1996; LIPKIND; FOZZARD, 2008). O filtro
de seletividade do canal é formado nos seguimentos P1 e P2 pelos residuos aspartato no
dominio I, &cido glutamico no dominio I, lisina no dominio 111 e alanina no dominio 1V.
Estes quatro aminoacidos sdo denominados residuos DEKA (HEINEMANN et al., 1992;
LIPKIND; FOZZARD, 2008). A primeira interacdo dos cations no filtro de seletividade
ocorre com os dois grupos de oxigénio do glutamato (dominio 1), este formando ponte
de hidrogénio com a cadeia lateral da lisina (dominio I11) que bloqueia o filtro. Apenas
metais fortemente alcalinos (Li*, Na*) podem competir com o grupamento amino da lisina
pelo grupamento carboxilato, deslocando a lisina lateralmente em direcdo a alanina
(dominio 1V). lons maiores (K*, Rb*) ndo conseguem competir com a lisina pela
carboxila, sofrendo assim repulsdo pela lisina a permeacdo do poro (LIPKIND;
FOZZARD, 2008).

De modo similar aos demais canais dependentes de voltagem, a ativacdo do canal
de sddio decorre do movimento das chamadas cargas de gating (termo que designa a
transicdo entre os estados condutor e ndo condutor do canal), presentes nos segmentos
S4, em resposta a alteracfes no potencial elétrico transmembrana (CATTERALL, 2000).
As cargas de gating sdo constituidas por argininas (figura 6A, esferas azuis; B,

seguimentos azuis), dispostas em 4 sitios repetidos (nomeados R1-R4, figura 6B),
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seguidos por dois residuos aminoacidos hidrofobicos, combinacdo que resulta em uma
espiral transmembrana de cargas positivas. Enquanto o canal estd em estado de repouso,
o efeito do campo elétrico transmembrana sobre a carga residual destas argininas é
neutralizado por residuos aminoacidos negativos presentes nos segmentos S1 a S3 (figura
6A, esferas vermelhas; 6B, seguimentos vermelhos, com destaque para interacdo
eletrostatica estabilizando a arginina R2) separados em dois grupos, um na regiao
intracelular e outro na regido extracelular (figura 6B). Este equilibrio é interrompido ante
a despolarizacdo da membrana, que modifica o campo elétrico transmembrana que atua
sobre as cargas de gating. Uma vez que esta despolarizacao seja suficiente para sobrepujar
as interacdes eletrostaticas entre as cargas negativas dos seguimentos S1 a S3 com as
cargas positivas do seguimento S4, uma forga elétrica resultante com sentido para 0 meio
extracelular é exercida sobre as cargas de gating, forcando o segmento S4 a se mover no
sentido do meio extracelular e rotacionar. Esta combinacdo de movimentos no médulo
sensor de voltagem culmina em uma tensdo transferida ao mddulo formador do poro
através do seguimento linker (figura 6A, seguimento destacado em rdseo entre 0 S4 e o
S5), propiciando assim a abertura, ou ativacdo, do canal (CATTERALL, 1986; GUY;
SEETHARAMULU, 1986; YAROV-YAROVOY; BAKER; CATTERALL, 2006).
Notar que o canal ainda conta com um grupamento de cargas neutras nos seguimentos
S1, S2 e S3 (figura 6A, esferas cinzas; 6B, seguimentos verdes) para prevencao de fluxo

aquoso através do madulo sensor de voltagem.
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FIGURA 6- A. Visualizagdo da mudanca conformacional do estado de repouso (esquerda) ao estado
ativado (direita) do canal NayAb. Apenas um mddulo sensor de voltagem (S1-S4) ligado ao modulo
formador do poro (S5-S6) esta representado. A regido do poro do canal contém os moédulos dos quatro
dominios, para efeito de representacdo da formacéo do poro. As esferas representam residuos aminoacidos
chave para a ativacdo do canal de sddio. Vermelho no S1: glutamato; vermelho superior no S2: aspartato;
vermelho inferior no S2: glutamato; vermelho no S3: aspartato; réseo no S3: asparagina; réseo no S4:
treonina; azuis no S4: arginina. Adaptado de YAROV-YAROVOY et al, 2012. B. Mddulo sensor de
voltagem do canal Na,Ab, com destaque para 0s grupamentos de cargas negativas extracelulares,
intracelulares e o sitio de constriccdo hidrofébico. A figura destaca ainda a ponte de hidrogénio formada
entre o residuo de arginina R2 no S4 e o aspartato no S3. Adaptado de AHERN, C. A. et al, 2016.

Como descrito por Hodgkin e Huxley (1952c), os canais de sodio abrem em
resposta a despolarizacdo e, apds um intervalo de tempo de 1-2 ms, se tornam
impermeaveis. Este processo, crucial para disparos sequenciados de potencial de acdo nos
circuitos neurais e para o controle da excitabilidade em nervos e células musculares,
recebe 0 nome de inativacdo rapida (figura 7), em que o canal cessa a condutancia ao
sodio ainda estando na sua conformacéo ativa. A regido do canal de sodio responsavel
por este mecanismo € a curta alca intracelular que conecta os dominios homologos Il e
IV na subunidade o (figura 4) (VASSILEV; SCHEUER; CATTERALL, 1988). O

segmento central da chamada comporta de inativacao rapida é formado pelos residuos
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aminoacidos hidrofobicos isoleucina, fenilalanina e metionina, com uma treonina
adjacente (IFMT), também importante neste processo (WEST et al, 1992, HAYWARD;
BROWN; CANNON, 1996). Um par de residuos amino&cidos glicina permite o
dobramento da alca entre os dominios Il e IV em direcdo a regido intracelular do poro
do canal, possibilitando ao seguimento IFM formar maultiplas interacdes com residuos
aminoacidos no entorno da regido intracelular do poro do canal. Acredita-se que esta
regido seja constituida pela alca intracelular entre os seguimentos S5 e S6 no dominio Ill
e IV e no terminal do segmento S6 (MCPHEE et al, 1995; SMITH, M. R.; GOLDIN,
1997; MCPHEE et al, 1998). Apos a repolarizacdo da célula, o desacoplamento do
seguimento IFMT remove a inativacdo rapida do canal de sddio (ARMSTRONG;
BEZANILLA, 1977).
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FIGURA 7- Visualizagdo lateral do modelo em estrutura secundaria do canal de sddio de mamifero com
a estrutura da comporta de inativagdo. A. Canal de so6dio no estado de repouso, com ion sédio permeando
o canal. B. Canal de sédio ativado. C. Acoplamento da comporta de inativagdo na regido intracelular do
poro do canal de sédio cerca de 1 a 2 ms apds a ativacdo do canal de sédio, 0 mecanismo de ativagao rapida.
O canal de sddio ainda se encontra na sua configuracdo ativada. D. Canal de sddio no estado de repouso
apos a repolarizacdo da membrana. Adaptado de CATTERALL, 2014,

A inativacdo rapida ndo € o Unico processo que cessa a condutancia nos canais de
sodio. Eles também podem ser inativados pelo processo chamado inativacdo lenta
(RICHMOND et al, 1998). Enquanto a inativacao rapida ocorre no espaco de tempo de
milissegundos, a escala de tempo para inativacdo lenta é de segundos. Fisiologicamente,
a inativacdo lenta ocorre durante despolarizacdes prolongadas e repetidas, limitando
assim a viabilidade do canal de s6dio por um longo periodo de tempo (RICHMOND et
al, 1998). Ainda que nao completamente elucidado, estudo com cristalografia sugerem
que a inativacdo lenta resulta de rearranjos continuados do canal durante despolarizacfes
prolongadas (PAYANDEH et al, 2012).
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Nove subunidades o (Nav1.1 a Nay1.9) tém sido caracterizadas funcionalmente,
enquanto uma décima isoforma (Nax) possivelmente funcione como um canal de sédio
(YU; CATTERALL, 2003). De acordo com a convengdo da Unido Internacional de
Farmacologia Basica e Clinica (IUPHAR), a nomenclatura dos canais de sodio (por
exemplo, Nay1.1) consiste do simbolo quimico do principal ion permeante (Na*) e do
regulador fisioldgico principal (voltagem, subscrito), seguido por um nimero indicando
a subfamilia genética e um nimero decimal que especifica a isoforma do canal (GOLDIN
et al., 2000).

Mais de 20 exons compreendem cada um dos nove genes da subunidade o dos
canais de sddio. Os genes que codificam as isoformas Nay1.1, Nay1.2, Nay1.3 e Nay1.7
estdo localizados no cromossomo 2 em humanos e camundongos. Estas isoformas
partilham similaridades na sequéncia de aminoacidos, nas caracteristicas biofisicas, no
fato de serem bloqueadas por concentracdes nano molares da neurotoxina tetrodotoxina
(TTX) e por serem amplamente expressas em neurdnios. Um segundo grupo de genes que
codifica os canais Nay1.5, Na,1.8 e Nay1.9 esta localizado no cromossomo humano 3p21-
24 e em regido ortéloga no cromossomo 3 em camundongo (GOLDIN et al., 2000).
Apesar de suas sequéncias de aminoacidos serem 75% idénticas ao do grupo de canais no
cromossomo 2, ha diferencas especificas nestas sequéncias que conferem variabilidades
ao grau de sensibilidade a TTX. No Nay1.5, a isoforma cardiaca principal, uma Unica
mudanca do aminoéacido fenilalanina para cisteina na regido do poro do dominio | torna
este canal 200 vezes menos sensivel a TTX, quando comparado os canais codificados no
cromossomo 2 (SATIN et al, 1992). Na posicdo correspondente nos canais Nav1.8 e
Nav1.9, o residuo aminodcido é a serina, resultando em resisténcia ainda maior a TTX
(SIVILOTTI et al., 1997). Estes canais, Nay1.8 e Nay1.9, sdo expressos principalmente
em neur6nios sensoriais periféricos (AKOPIAN et al., 1999; DIB-HAJJ et al., 2001). As
outras duas isoformas, Nav1.4 (expresso em musculo esquelético) e Nay1.6 (abundante
no sistema nervoso central) partilham de mais de 85% de similaridade com os canais
codificados pelo cromossomo 2, tanto na sequéncia de aminoacidos quanto nas
propriedades funcionais, incluindo a sensibilidade ao bloqueio por TTX na concentragdo

de nano molar.
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1.5 TNF, canais de sodio dependente de voltagem e DND

Neurdnios periféricos exercem um papel essencial na deteccdo de estimulos
externos e transmissdo desta informagdo com discernimento quanto & modalidade,
localizacgdo e intensidade do estimulo para o sistema nervoso central. Os corpos celulares
destas fibras nervosas aferentes estdo localizados fora do sistema nervoso central, no
ganglio da raiz dorsal (DRG) (figura 8) (CHAHINE; O’LEARY, 2014).
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FIGURA 8- A. Os nervos espinhais formados pela unido de fibras nervosas aferentes (sensoriais) e
eferentes (motoras) proporcionam inervacgdo periférica a pele, musculo esquelético, visceras e glandulas.
As setas indicam o sentido da entrada dos impulsos sensoriais e saida dos impulsos motores. Os corpos
celulares dos neurbnios motores (preto) estdo localizados dentro do corno ventral (Iamina VI1I-1X) da
medula espinhal. Os corpos celulares dos neurdnios sensoriais estdo localizados nos ganglios da raiz dorsal
(DRG). Dentro do DRG encontram-se neur6nios proprioceptivos (azul), mecanoceptores de baixo limiar
(vermelhos) e neurdnios sensiveis a temperatura e & dor (verde). Estes neurénios se projetam centralmente
para interneurénios nos cornos dorsais (lamina I-V1 da medula espinhal) e perifericamente aos tecidos alvo.
Neurdnios proprioceptivos projetam-se para estruturas especializadas dentro dos tecidos alvo, como
musculo e alongamento muscular sensorial. B. Neurdnios mecanoceptores de baixo limiar (fibras
vermelhas) projetam-se para estruturas acessorias (corpusculos de Meissner, Pacini, Ruffini e os discos de
Merkel) associadas a transdugdo sensorial dos estimulos mecénicos. C. Secdo de pele mostrando
terminac@es nervosas livres (fibras verdes) coradas com o marcador pan-neuronal PGP9.5. Os nucleos das
células da pele estdo corados em azul com 4,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI). As terminagfes nervosas
livres sdo encontradas nas camadas epidérmicas e dérmicas. Adaptado de PATAPOUTIAN et al., 2003.

A ramificacao destes neurdnios sensoriais pseudounipolares inerva a periferia e
tecidos viscerais e possuem 0s chamados canais transdutores sensoriais. Tratam-se de
canais especializados em converter estimulos térmicos, mecanicos, quimicos e
inflamatdrios em potenciais receptores eletrotonicos via atuacao direta ou indireta sobre
canais i6nicos, modificando a permeabilidade destes canais a ions e gerando
despolariza¢6es de membrana graduais, ou seja, sinais elétricos. Potenciais receptores séo
despolarizacGes transientes e graduais que, quando suficientes para atingirem o limiar do

neurdnio, desencadeiam o disparo de potenciais de acao. Assim, receptores presentes nos
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terminais que inervam a periferia, como proteinas G especificas acopladas a receptores
ou canais idnicos ativados por acido ou ligantes, geram potenciais receptores que podem
culminar em potenciais de ac¢do. Estes potenciais, suscitados nos ramos periféricos, sao

transmitidos através do DRG para 0 processamento central, repassados via sinapse com

neurdnios sensoriais de segunda ordem localizados no corno dorsal da medula espinhal
(figura 9) (HILLE, 2001b; CHAHINE; O’LEARY, 2014).

DRG

N Raiz dorsal
Fibra Ad

FibraC —

espinhal
dorsal

FIGURA 9- Estimulos nocivos mecanicos, térmicos, quimicos e inflamatdrios periféricos originam sinais
gue sdo transduzidos por proteinas G especificas acopladas a receptores ou por canais iénicos ativados por
acido ou ligantes. As despolariza¢Ges de membrana evocadas por potenciais receptores sao integradas por
canais de sddio ativados por voltagem. Atingido o limiar, um potencial de a¢do é gerado nestes terminais e
propagado para o sistema nervoso central. Adaptado de DIB-HAJJ et al, 2013.

Fibras nervosas aferentes tém sido classificadas com base na morfologia,
modalidade sensorial, limiar e velocidade de conducdo (YOSHIDA; MATSUDA, 1979;
HARPER; LAWSON, 1985a; LEE et al., 1986; GOLDSTEIN; HOUSE; GAINER, 1991;
LAWSON et al.,, 1993; LAWSON et al., 2002; FORNARO et al., 2008). Fibras
mielinizadas de grande e médio diametro, Aa aferentes e AP, possuem axonios com
didametro de 12-20 um e 6-12 um e velocidade de conducéo de 252-432 km/h e 130-252
km/h, respectivamente. Seus ramos periféricos cutaneos sdo encapsulados por estruturas
acessorias responsaveis pela transducédo sensorial, como os corpusculos de Meissner, 0s
corpusculos de Pacini, os corplsculos de Ruffini e os discos de Merkel. Estes
mecanoceptores de baixo limiar sdo ajustados de forma a responderem a estimulos tateis
ndo nocivos ¢ a vibragdes (GARDNER; JOHNSON, 2013; CHAHINE; O’LEARY,
2014). J4 os axdnios das fibras AJ, levemente mielinizadas, e as fibras C, ndo
mielinizadas, por sua vez, ttm didmetro de 1-6 ume 0,2-1,5 um e velocidade de conducao
de 14-130 km/h e 1,5-7 km/h, respectivamente. Seus ramos periféricos culminam em
terminacGes livres em masculos, pele e visceras (KRUGER; LIGHT; SCHWEIZER,
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2003). Majoritariamente, respondem a estimulos nocivos (= 90%), e proveem
informacdes sobre condi¢Oes potencialmente danosas aos tecidos (BURGESS; PERL,
1967). E sdo essas fibras nervosas as primeiras afetadas pela diabetes (ZOCHODNE;
RAMJI; TOTH, 2008).

Estudos realizados em ratos com diabetes induzida por STZ mostram que 0
desenvolvimento da DND apresentada por estes animais tem associagdo com a expresséo
aumentada de canais de sodio dependentes de voltagem (CRANER et al, 2002; HONG et
al, 2004). Além disso, registros de eletrofisiologia celular pela técnica de patch clamp no
modo Whole Cell indicam aumento da densidade de corrente de sddio do tipo sensivel a
TTX consistente com o aumento da expressdo das isoformas Nay 1.3, 1.6 e 1.7
(CUMMINS, HOWE, WAXMAN, 1998; CUMMINS et al., 2001; HERZOG et al.,
2003). Dentre estas, a isoforma Nay 1.7 tem sido diretamente correlacionada com
neuropatia diabética e citocinas pré-inflamatorias (HONG et al., 2004; GALLOWAY;
CHATTOPADHYAY, 2013; ZHANG et al., 2013; TAMURA et al., 2014).

Evidéncias tém sido acumuladas indicando que mudancas nas propriedades
eletrofisiologicas do canal Nay 1.7 causam sensacdo anormal a dor. Em 2004 foi
descoberto, em humanos, mutacdes nestes canais que resultam em ganho ou perda de
funcdo. Uma das mutacBes para ganho de funcdo do Nay 1.7 foi responsavel por uma
forma herdada de eritromelalgia, uma sindrome de dor de queimadura intermitente que
afeta extremidades do corpo (WAXMAN; DIB-HAJJ, 2005). Por outro lado, a
“canalopatia associada a insensibilidade a dor” resulta da perda de fun¢do do Nay 1.7, em
que os pacientes jamais sentiram dor, apesar da sensacdo inalterada a outras sensacgoes
(como frio ou calor, por exemplo) (COX et al., 2006). Neste sentido, o canal Nay 1.7 tem
destacado interesse da ciéncia, uma vez que sdo 0S primeiros canais a embasar que
mutacdes em canais idnicos estdo envolvidas em sindromes de dores excruciantes ou a
insensibilidade a dor. Isto reforca que o canal Nay 1.7 pode desempenhar papel crucial na
nocicepcdo (TAMURA et al., 2014).

Estes canais, ainda que expressos em fibras neuronais de grande calibre, Aa. e AP,
S&0 majoritariamente expressos em neurdnios de pequeno calibre, Ad e C (DIB-HAJJ et
al.,, 2010). De fato, estdo expressos em 85% dos nociceptores identificados
funcionalmente (DJOUHRI et al., 2010). E sua expressao é aumentada em neuronios do
DRG de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ), uma mudanca que
contribui para a hipersensibilidade associada a dor (HONG et al, 2004;
CHATTOPADHYAY; MATA,; FINK, 2008, 2011; TAMURA et al, 2014).
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O estudo de HUANG e colaboradores (2014) mostrou o curso temporal da
expressdo dos canais de sodio Nav 1.7 em neurbnios do DRG de ratos diabéticos
induzidos por STZ. Os autores constataram que a expressdo dos canais de sodio Nav 1.7
nestes animais se encontrava elevada a partir da 4% semana apos a inducéo ao diabetes,
atingia seu maximo na 62 semana e mantinha-se constante até a 122 semana. Este fato esta
fortemente associado com alodinia mecénica e hiperalgesia térmica, medida através de
testes de comportamento. Os autores também encontraram, usando a técnica de Western
Blot, que a expressdo de TNF estava aumentada no DRG de ratos diabéticos. Esta relacao
entre TNF e o canal Nay 1.7 se torna mais evidente pelo fato das propriedades biofisicas
deste canal, descritas a seguir, o tornarem determinante no estabelecimento do limiar do
potencial de acdo (RUSH; CUMMINS; WAXMAN, 2007; DIB-HAJJ et al, 2007).

O canal Nay 1.7, bem como a corrente de sodio sensivel a TTX (TTXs), gera uma
corrente de entrada rapida e contribui de modo predominante com a corrente de sodio
TTXs nos nociceptores (BLACK et al.,, 1996; SANGAMESWARAN et al., 1997;
TOLEDO-ARAL et al., 1997; HO et al., 2012). E a isoforma de canal de sodio TTXs
mais expressa no corpo celular dos neurdnios pequenos associados a termocep¢ao e dor
(HO; O'LEARY, 2011), ou seja, neurénios levemente mielinizados Ad ¢ neurbnios ndo
mielinizados do tipo C (HARPER; LAWSON, 1985a). Possui limiar de ativacao (= -40
mV) proéximo ao da corrente TTXs (= -50 mV) nestes neurbnios, além de apresentar
cinética de ativacdo e inativacdo rapida em comparacao com as isoformas que conduzem
a corrente de sodio resistente a TTX (TTXr) (Nav 1.8 e Nay 1.9) co-expressas (CAFFREY
et al, 1992; ROY; NARAHASHI, 1992; ELLIOTT; ELLIOTT, 1993; KLUGBAUER et
al, 1995; CUMMINS; WAXMAN, 1997, CUMMINS; HOWE; WAXMAN, 1998;
VIJAYARAGAVAN; O'LEARY; CHAHINE, 2001; HO; O'LEARY, 2011).

O potencial de repouso de um neurénio tipico do DRG, = -65 mV, é proximo do
V12 para inativagéo estacionaria do canal Nay 1.7 (V12 = -67 mV), ou seja, o potencial de
membrana para 0 qual metade da populacdo de canais Nav 1.7 que contribui para a
corrente de sodio se encontra inativada (CHEVRIER; VIJAYARAGAVAN; CHAHINE,
2004; VIJAYARAGAVAN; BOUTJIDIR; CHAHINE, 2004). Por isso, no potencial de
repouso do neurdnio, cerca de 50% dos canais Nav 1.7 estardo inativados e, portanto,
indisponiveis para abrir em resposta a despolarizacdo de membrana (OGATA,
TATEBAYASHI, 1993). Porém, dado que a faixa de potencial de membrana para o qual
este canal se encontra inativado é mais negativo (-68,4 a -61,9 mV), mesmo pequenas
despolariza¢Ges de membrana podem induzir a transi¢cdo dos canais Nav 1.7 do estado
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inativado para o fechado, aumentando substancialmente o nimero de canais disponiveis
e reduzindo o limiar para a deflagracdo do potencial de acdo (CHEVRIER,;
VIJAYARAGAVAN; CHAHINE, 2004; VIJAYARAGAVAN; BOUTIDIR;
CHAHINE, 2004).

Ainda que apresente ativacdo e inativacao rapida, os canais Nav 1.7 apresentam
uma recuperagdo da inativacdo incomumente lenta. Sua constante de tempo para
recuperagdo da inativagdo a um potencial de membrana de — 80 mV ¢é t = 100 ms. Isso
significa que, apenas apds cerca de 100 ms no referido potencial de membrana, 63,7% da
populacdo de canais Nay 1.7 que contribuem com a corrente de sdodio terdo se recuperado
da inativacdo, uma vez que o termo 1 indica a medida de tempo necessaria para que um
evento descrito por uma fungdo exponencial atinja 63,7% da resposta méaxima
estabilizada (ELLIOTT; ELLIOTT, 1993; CUMMINS; HOWE; WAXMAN, 1998;
VIJAYARAGAVAN; O'LEARY; CHAHINE, 2001; HO et al, 2012). Essa caracteristica
do Nay 1.7 tem sido relacionada a baixa frequéncia de disparos de PA dos nociceptores
(ELLIOTT; ELLIOTT, 1993). Outra propriedade biofisica de grande relevancia nos
canais Nay 1.7 é a sua constante de tempo para inativagdo do canal partindo estado
fechado. 1sso porque os canais de sddio sob potenciais transmembrana hiperpolarizados
além de -60 mV passam a transitar do estado fechado para o estado inativado, um
processo denominado closed-state inactivation. Para efeito de comparacdo, o canal de
sodio expresso no tecido muscular esquelético, Nay 1.4, apresenta como constante de
tempo para a closed-state inactivation T = 27 ms, enquanto para o canal Nay 1.7 a
constante de tempo ¢ 1 = 144 ms (CUMMINS; HOWE; WAXMAN, 1998). O fato do
canal Nay 1.7 permanecer muito mais tempo disponivel sob um potencial de membrana
de repouso (V= -65 mV) gera duas implicacGes: 1) o canal Nay 1.7 eleva a probabilidade
de estar disponivel para abrir e contribuir com a corrente total de s6dio quando o potencial
transmembrana atingir o limiar neuronal. 2) enquanto disponivel, o canal se ativa de modo
transiente ante pequenas e lentas despolariza¢des de membrana, produzindo as chamadas
correntes de rampa no processo. Estes dois fatores combinados tornam o Nay 1.7 apto a
amplificar e integrar despolarizagdes sublimiares que, consequentemente, culminam no
aumento da probabilidade de os neurdnios atingirem seu limiar e deflagrarem o potencial
de agcdo (CUMMINS; SHEETS; WAXMAN, 2007). Tais propriedades biofisicas indicam
que o Nay 1.7 possui papel fisioldgico critico de preencher a lacuna existente entre a
captacdo de um potencial despolarizante sublimiar e a ativacéo do canal de sédio Nay 1.8,
de limiar elevado (V12 = -15 mV), que conduzira a rapida corrente de entrada de sddio
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responsavel pela fase ascendente do potencial de acdo nos neurbnios nociceptores
(CUMMINS; WAXMAN, 1997; BLAIR; BEAN, 2002).

Recentemente, Dustrude e colaboradores (2013) demonstraram que a expresséo
de Nay 1.7 na membrana celular pode ser modulada pela proteina citoplasmatica CRMP2
(proteina mediadora de resposta a colapsina 2). Esta proteina € altamente expressa em
neurdnios e oligodendrdcitos do sistema nervoso central. Durante o desenvolvimento do
sistema nervoso central, ainda que esteja envolvida principalmente no direcionamento do
crescimento neuronal, esta proteina também executa fungdes regulatérias e estruturais
relacionadas a dinamica do citoesqueleto, trafego de vesiculas e atividade sinaptica,
enquanto suas funcdes no cérebro adulto ainda estdo sendo elucidadas. Além disto, a
CRMP2 tem sido correlacionada a diversas condi¢fes neuropatoldgicas ou psiquiatricas,
incluindo doenca de Alzheimer e esquizofrenia (HENSLEY et al., 2011).

Alvo de varias modificacBes pos-translacionais, esta proteina pode ser fosforilada
em diversos sitios, SUMOQilada, sofrer adi¢do do agrupamento p-N-acetil-D-glucosamina
e ser oxidada (KHANNA et al., 2012). A SUMOilacdo € um processo de ligacdo
covalente reversivel entre pequenas proteinas modificadoras semelhantes a ubiquitina
(SUMOL1, 2 ou 3) e o substrato. Segundo o trabalho de Dustrude e colaboradores, a
inibicdo da SUMOilagao da proteina CRMP2 nos neurdnios do DRG reduz a trafego dos
canais de sddio Nay 1.7 do nucleo para a membrana celular. Além disto, mostraram ainda
que ao se aumentar a deSUMOilacdo da CRMP2, a densidade da corrente de sdédio via
Nav 1.7 é reduzida. Com base neste achado, o presente estudo explorou a possibilidade
da CRMP2 compor o mecanismo de acéo pelo qual o TNF induz o aumento da expressdo

de Nay 1.7 nos neurdnios que originam as fibras Ad e C.

1.6 Composto A

O Composto A é um constituinte majoritario presente em diversos 6leos essenciais
extraido de plantas do nordeste da caatinga brasileira. Apresenta baixa toxicidade aguda
(DL50= 2,1-3,2 g/kg para ratos e 1,82-5,0 g/kg para camundongos), sendo, por isto,
utilizado como aromatizante em comidas cozidas, doces, sorvetes, gomas de mascar e
bebidas alcodlicas. E muito usado como agente terapéutico na medicina da cultura

popular em vérias situagbes, como o alivio a dor e ansiedade e no tratamento de disturbios
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gastrointestinais. Devido a sua utilizacdo generalizada, seu potencial toxico tem sido
estudado in vitro e in vivo. Com base nos achados de diversos e extensivos estudos, o
Composto A é considerado ndo-genotoxico e nao-carcinogénico. E reconhecido como
seguro, baseado no conhecido mecanismo de desintoxicacdo em humanos a baixos niveis
de exposicdo (1mg/kg/dia) e baixos niveis de uso como substancias aromatizantes (54
pg/kg/dia).

A literatura internacional tem demonstrado que o Composto A possui atividade
antioxidante, antigenotdxica, anticancerigena e anti-inflamatdria. Seu efeito antioxidante
se da por varias vias: pelo aumento no nivel intracelular da glutationa e glutationa-S-
transferase, pela inibicdo da peroxidacgdo lipidica, pela reducdo de radicais hidroxilas
(TAIRA et al., 1992) e, mais recentemente, tem sido proposto possuir acao inibitdria
sobre a producdo e/ou liberacdo de prostaglandina E2 e Oxido nitrico. Também
recentemente, o Composto A foi relatado como agente em potencial no combate ao
cancer, uma vez que suprime a sobrevivéncia, induz a apoptose e inibe a transcri¢do de
fatores inflamatorios realizados pela NF-kB de linhagens de células cancerigenas in vivo.

Para o presente trabalho, explorou-se a capacidade anti-inflamatéria do Composto
A, em especifico a sua capacidade de reduzir a producdo de TNF, fato ja descrito pela

literatura internacional.
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2 JUSTIFICATIVA

Ainda que represente uma abordagem viavel de tratamento, a literatura ainda ndo
é consensual com respeito ao uso de bloqueadores para os receptores de TNF. Os relatos
favoraveis ao uso de bloqueadores para os receptores de TNF indicam que a
administracdo intratecal (MARCHAND et al., 2009) sistémica ou local (KATO et al.,
2010) de etanercepte (bloqueador da ativacdo do receptor de TNF), em modelo animal de
dor neuropatica, foi eficaz na reducdo da dor e no aumento da regeneracdo axonal. Um
estudo piloto mostrou que a administracdo do etanercepte em pacientes com dor ciatica
severa apresentou resultados positivos (GENEVAY; STINGELIN; GABAY, 2004) e
YAMAKAWA e colaboradores (2011), utilizando modelo animal de neuropatia
diabética, mostrou que uma unica injecdo de infliximab (anticorpo anti-TNF) inibiu a
expressao de RNA mensageiro para TNF em neurdnios do DRG.

Os relatos desfavoraveis a aplicacéo clinica de bloqueadores de TNF apontam que
anticorpos neutralizando TNF (infliximab, adalimumab) induzem o desenvolvimento da
polineuropatia desmielinizante inflamatéria cronica (RICHEZ et al., 2005;
ALSHEKHLEE et al., 2010), neuropatia axonal sensorial e motora aguda (FAIVRE et
al., 2010) e neuropatia Optica anterior (CHANG, MCCURDY, GORDON, 2007; VON
JAGOW, KOHNEN, 2008). Além disso, o tratamento com etanercepte se apresenta como
sendo de alto custo e requer um longo prazo para que 0 paciente atinja o estado de
remissio clinica (CARDENAS et al., 2015).

Atualmente ha apenas trés agentes aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) para uso no tratamento da DND nos EUA: duloxetina, um inibidor seletivo da
recaptacao de serotonina e norepinefrina, pregabalina, um anticonvulsivante, e um agente
de efeito dual, o tapendatol, um agonista de receptor opioide e inibidor da recaptacdo de
norepinefrina (FREEMAN, 2013). Porém, como o alivio da dor é insatisfatorio para a
maioria destes pacientes, as intervencdes farmacoldgicas tém sido aplicadas com base em
evidéncias pré-clinicas e/ou clinicas, bem como por inferéncia do mecanismo de acéo
(SCHREIBER et al, 2015).

Haja vista a auséncia de tratamentos eficazes da ND, bem como da DND, novas
abordagens terapéuticas sdo claramente necessarias. Neste cenario, compostos de origem
natural, que dispéem de um indice terapéutico potencialmente alto, podem compor uma

nova via de tratamento. Com base na literatura, um destes compostos que apresenta baixa
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toxicidade e atividade anti-inflamatéria ja descritas na literatura foi testado no
Laboratorio de Eletrofisiologia, da Universidade Estadual do Ceard. Em ratos diabéticos,
0 Composto A [atualmente em processo de registro de patente (BR 10 2015 018260 0)]
reduziu a hiperalgesia detectada pelo teste de VVon Frey e atenuou as alteracdes observadas
nos nervos dos ratos diabéticos. Assim sendo, uma vez que o Composto A possui a
capacidade de reduzir a producdo de TNF, isto o torna um agente com potencial efeito
neuroprotetor frente as alteracfes patologicas no sistema nervoso periférico advindas do

quadro diabético.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o mecanismo de a¢do do Composto A como potencial agente preventivo

do desenvolvimento da dor neuropatica diabética.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar o efeito do tratamento crénico dos ratos diabéticos com o
Composto A sobre o desenvolvimento da hiperalgesia advinda do
diabetes;

e Avaliar o efeito do tratamento crénico dos ratos diabéticos com o
Composto A sobre a concentracdo plasmatica de TNF;

e Comparar as medidas das correntes de Na* total nos neurossomas do DRG
dos ratos diabéticos e diabéticos tratados com o Composto A,

e Verificar se a proteina CRMP2 compBe o mecanismo de acdo entre a
elevada concentracdo plasmatica de TNF nos ratos diabéticos e 0 aumento
da corrente total de sodio;

e Verificar o efeito da exposicdo aguda ao TNF em cultura de neurdnios do

DRG sobre a corrente de sodio conduzida por canais TTXs e pelo Nay 1.8.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Inducéo ao diabetes

Os métodos descritos a seguir foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais — CEUA — sob o numero de protocolo 233/2013. Os experimentos realizados na
Universidade de Calgary foram inclusos no protocolo #AC13-0045, aprovado pela Health
Sciences Animal Care Committee, da Universidade de Calgary. Os protocolos que foram
realizados na Universidade de Calgary sdo os descritos nos itens 4.7, 4.9, 4.11 e 4.12,

Ratos Wistar com 28 dias de vida, provenientes do Centro de Bioterismo
(CEBIO), foram aleatoriamente separados em quatro grupos: Controle, Diabético,
Controle + CA e Diabético + CA, sendo entdo submetidos a um jejum de 12 horas (+ CA
indica os ratos que receberam, diariamente, Composto A). Em seguida, os ratos dos
grupos Diabético e Diabético + CA receberam uma injecdo Unica intraperitoneal de STZ
(65 mg/kg) diluida em solucéo veiculo, citrato de sédio a 10 mM, pH 4,5. Os ratos dos
grupos Controle e Controle + CA receberam uma injecdo da solucdo veiculo. Uma
semana apo6s a inducdo foram aferidas a glicemia, sendo considerados diabéticos os
animais com glicemia acima de 300 mg/dL.

O curso temporal para as diferentes medidas realizadas encontra-se ilustrado
figura 10. A descricdo dos protocolos utilizados para estas medidas encontra-se detalhada
posteriormente. O dia em que o protocolo de inducdo ao diabetes € realizado é referido
nos resultados como dia “0”. Os ratos foram eutanasiados por inalacdo de didxido de
carbono (CO2) 60 dias ap0s a inducdo ao diabetes para obtencdo de seus DRGs e

conseguinte dissociagdo dos neurénios, conforme também detalhado posteriormente.
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Consumo de dgua concentragao obtencao dos
Consumo de ragio plasmatica de neurdnios do

Volume urinario TNF DRG

Grau de hiperalgesia

FIGURA 10- Representacdo esquematica do curso temporal das medidas e protocolos utilizados. Dia “0”
indica o dia em que o protocolo de indugdo ao diabetes foi realizado. Assim, as medidas de glicemia,
consumo de agua, consumo de ra¢do, volume urinério e grau de hiperalgesia foram realizadas nos dias 15,
30, 45 e 60 apos a indugdo ao diabetes. As coletas de sangue foram realizadas no dia anterior ao dia “0” e
no dia 60, enquanto os ratos foram eutanasiados no dia 60.

4.2 Tratamento com o Composto A

Uma semana apds a inducdo os ratos receberam diariamente, via gavagem, o
Composto A (Controle + CA e Diabético + CA) na dose de 200 mg/kg, diluida em solucgéo
salina (NaCl a 0,9%). Os ratos dos grupos Controle e Diabético receberam apenas salina.
O volume administrado na gavagem foi estabelecido para 1 ml/kg para todos os ratos. A

gavagem foi realizada por 7 semanas.

4.3 Consumo de agua, racdo, fluxo urinario, glicemia e massa corporea

Quinzenalmente, os animais foram acomodados separadamente em gaiolas
metabolicas pelo periodo de 48 horas para 0 monitoramento do seu consumo de agua, de
racao e volume urinario. As primeiras 24 horas se destinaram ao periodo de adaptacéo
do animal ao ambiente, ao isolamento dos demais animais € a gaiola metabdlica. Nas 24
horas seguintes o consumo de agua, de racdo e volume urinério dos animais foi

monitorado.

30



Também foram aferidas quinzenalmente a glicemia e a massa corpérea. Para
afericdo da glicemia, uma amostra de sangue foi obtida através de um pequeno corte
realizado na extremidade da cauda do rato. A glicemia da amostra de sangue foi aferida

pelo uso de tiras reagente e glicosimetro do kit Accu-Check Active (Roche®).

4.4 Medida do grau de hiperalgesia pelo método de Randall e Selitto

O método de retirada da pata submetida a compressao, descrito por Randall e
Selitto (1957) foi utilizado para a mensuracdo da hiperalgesia. No teste, o animal €
cuidadosamente mantido em posicdo horizontal sobre a bancada, por uma das méos do
experimentador, enquanto a pata sob teste tem sua plantar exposta a parte compressora
do aparelho. Esta consiste em duas superficies, sendo uma plana, sobre a qual se coloca
a pata do animal, e outra conica, com uma area de 1,75 mm? na extremidade, por meio da
qual é exercida uma pressdo na superficie plantar da pata do animal. A intensidade da
pressdo aplicada aumenta a uma taxa constante de 32 g/s para ratos, mediante o
acionamento de um pedal pelo experimentador, necessaria para induzir uma reacdo de
aversdo do animal (reflexo de retirada de pata). Ao observar a resposta nociceptiva do
animal, o experimentador interrompe 0 acionamento do pedal, cessando assim o0 aumento
da pressdo imposta a pata, sendo que o Ultimo valor, que corresponde ao limiar
nociceptivo, permanece indicado na escala do aparelho e expresso em gramas (g). E
importante ressaltar que o animal foi ambientalizado ao aparelho no dia que antecede o
teste. Essa ambientalizagdo consiste em submeter o animal a mesma situacdo que sera
vivenciada no dia do experimento. A pata do animal é submetida ao aparelho repetidas
vezes, até ndo haja mais manifestagGes da reagéo de fuga.

4.5 Quantificagdo de TNF por ELISA

No dia anterior a inducdo ao diabetes e no dia 60, amostras de sangue foram

coletadas dos animais. Para tanto, estes foram acondicionados em um contensor para
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ratos, seguido de coleta de 0,5 a 1,5 ml de sangue arterial da cauda através do uso de
cateter intravascular periférico (agulha 24 G) perfundido com citrato de sédio (1 mM), a
fim de se evitar a coagulagdo durante a coleta. O sangue retirado foi mantido a
temperatura ambiente por 10 minutos, seguido de refrigeracao (4 °C) por 10 min para que
se formasse 0 coagulo para obtencdo do soro sanguineo. Em seguida as amostras foram
centrifugadas (1300 RPM, 5 minutos) e o sobrenadante foi coletado. Este foi armazenado
a temperatura de -20 °C para posterior anélise via ELISA (DuoSet kits; R&D Systems),

seguindo instrucdes do fabricante.

4.6 Dissociacao dos neurdnios do DRG para estudo da corrente total de sédio dos grupos
Controle, Diabético, Controle + CA e Diabético + CA

Os DRGs foram dissecados da regido lombar (L4, L5, L6) e dissociados via
digestdo enzimatica. Inicialmente, estes foram lavados em solucéo salina balanceada de
Hank (HBSS) contendo (mM): 0,44 KH2POg4, 5,33 KCI, 4 NaHCOs3, 137,93 NaCl, 0,3
Na2HPOs, 5,6 Glicose e solucdo de antibioticos (Penicilina-Estreptomicina) a 1% v/v, pH
7,4 ajustado com NaOH a 1 M. Em seguida, foram mantidos imersos em HBSS contendo
colagenase do tipo la a 0,1% e mantidos em banho-maria a 37° C por 60 minutos, sendo
levemente agitados a cada 10 minutos. O tecido foi, entéo, lavado por trés vezes em HBSS
e imerso em HBSS contendo Tripsina-EDTA a 0,25% v/v, onde foi mantida em banho-
maria a 37 °C por 10 minutos. Em seguida, para inativar a tripsina, o tecido foi lavado
trés vezes com solucdo de meio de cultura (DMEM) contendo 10% v/v de soro fetal
bovino e solugdo de antibidticos (Penicilina-Estreptomicina) a 1% v/v. Os ganglios
foram, entdo, gentilmente desbastado com pipeta Pasteur de vidro. Na sequéncia, o tecido
foi imerso em 1 ml de DMEM e centrifugado por 1 minuto a 1000 RPM, onde o
sobrenadante foi retirado e o pellet foi ressuspendido em 200 ml de DMEM. Por fim, o
conteudo foi distribuido em laminulas contendo Poli-D-lisina (50ug/ml), e acondicionado
em estufa de CO2 (95 % Oz e 5 % CO3) a 37° C, por, no minimo, 12 horas antes de serem

utilizadas.
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4.7 Dissociacdo dos neurénios do DRG para estudo do efeito do TNF sobre a corrente
total de sddio em neurénios do DRG transfectados com os plasmideos para CRMP2-WT-
GFP e CRMP2-K374A-GFP e para o estudo do efeito do TNF sobre as correntes de sodio
TTXse TTXr

Foram utilizados ratos Sprague-Dawley com 5-6 semanas de vida, provenientes
da companhia Charles River®. Estes foram anestesiados com isoflurano e decapitados
pelo uso de guilhotina. Apds acesso a medula espinhal, foram dissecados entre 40-50
DRGs, os quais foram mantidos em solucéo salina de PBS (em mM: 137 NaCly, 2,7 KCl,
10 Na2HPO4 e 2 KH2PO4) mantida em gelo. Na sequéncia, os DRGs foram limpos de
tecidos aderentes e submetidos a digestdo enzimatica. Para tanto, foram expostos a 1 mL
de solugdo de meio de cultura F12 (ja contendo 10% v/v de soro fetal bovino e 1% v/v de
solucdo de penicilina-estreptomicina) com a adicdo de 40 uL de papaina e 4 mg de
colagenase tipo la por 30 minutos, mantidos em banho-maria a temperatura de 37 °C. Em
seguida, o meio foi substituido para adicdo de 0,4 % de DNAse, sendo 0s DRGs mantidos
por mais 10 minutos em banho-maria. Os DRGs foram levemente agitados a cada 5
minutos. Apoés a digestdo, o meio de cultura foi substituido 3 vezes, de modo a eliminar
as enzimas digestorias. Os DRGs foram cautelosamente desbastados pelo uso de uma
pipeta automatica de 1000 puL e os neurbnios provenientes do desbastamento foram
transferidos para o meio de cultura F12 enriquecido com os suplementos B27 (2%), L-
glutamina (1%), N2 (1%) e NGF (0,1%), onde foram distribuidos em uma placa de 24 de
pocos contendo laminulas de vidro pré-tratadas com laminina (1%) e Poli-D-lisina (10%).
Foram adicionados 600 pL de meio contendo células em cada pogo. A placa de 24 po¢os
foi entdo mantida em estufa (5% CO2 - 95% O, 37 °C) até o0 momento em que as células
foram utilizadas. Para o estudo do efeito do TNF sobre a corrente total de sodio em
neurdnios do DRG transfectados, as células foram mantidas em cultura pelo periodo de 2
semanas. Para o estudo do efeito do TNF sobre as correntes de sodio TTXs e TTXr, as

células foram utilizadas apds o tempo minimo de 12 horas em cultura.
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4.8 Experimentos de Patch Clamp para estudo da corrente total de s6dio em neurdnios de

ratos dos grupos Controle, Diabético, Controle + CA e Diabético + CA

Os registros das correntes de Na* foram obtidos pelo uso de amplificadores de
Patch Clamp do tipo EPC-9/EPC-10 (HEKA Instruments, Germany) e do programa de
aquisicdo de dados PULSE/PATCHMASTER (HEKA Instruments, Germany), ajustado
na configuracdo Whole Cell Voltage Clamp. As pipetas foram confeccionadas pelo uso
de capilares de vidro comum/neutro (Perfecta sem heparina, S&o Paulo, SP, Brasil) com
0 auxilio de um estirador de micropipetas (PP-830, Narishige, Japan) ajustado para estirar
pipetas com resisténcia média ndo-compensada de 2 MQ. Estas foram preenchidas com
solugéo contendo (em mM): 10 NaCl, 100 CsCl, 5 MgCl,, 10 HEPES e 11 EGTA e 10
TEA-CI, pH 7,2 ajustado com CsOH a 1 M. A solucdo de banho (Tyrode modificado)
continha (em mM) 140 NaCl, 5 KCl, 1,8 CaClz, 0,5 MgCl., 5 Glicose e 5 HEPES, pH 7,4
ajustado com NaOH a 1 M. Ao se estabelecer a configuragdo Whole Cell na célula em
estudo, a mesma foi perfundida com solugéo externa contendo (em mM) 40 NaCl; 3 KClI;
1 CaCly; 1 MgCly; 20 TEA-CI; 0,1 CdCl,; 70 Colina-Cl; 10 HEPES; 10 Glicose, pH 7,4
ajustado com NaOH 1 mM. Um eletrodo de Ag—AgCl foi usado como referéncia. O valor
calculado do potencial de juncdo foi de 5,8 mV entre a solucdo de pipeta para medida da
corrente de Na" e a solucdo externa. Correntes capacitivas foram compensadas
eletronicamente e um protocolo P/4 foi usado para correcdo da corrente de vazamento
linear e para a subtracdo da capacitancia residual (BEZANILLA, ARMSTRONG, 1977).
Os registros das correntes foram filtrados com um filtro tipo Bessel passa baixa ajustado
em 2,9 kHz e adquiridos a uma taxa de 20 kHz (intervalo de 50 ps). O protocolo dos
potenciais de membrana adotado para o registro das correntes esta representado na figura
11. Os experimentos foram realizados em placas de Petri de acrilico, de 35 mm de
didametro, usando-se microscopio invertido (Axiovert 20, Carl Zeiss, Germany ou Nikon
TMF-100, Nikon, Japan). Para perfusdo das células foram utilizados dois métodos: o
sistema automatico de perfuséo por gravidade (ALA VC3-4PG, ALA INSTRUMENTS)
e um sistema adaptado. Este ultimo constitui-se de seringas de 20 ml posicionadas 20 cm
acima do nivel da preparagdo, onde as solu¢des foram acondicionas. Estas tinham acesso
a preparacdo através de mangueiras de silicone com didmetros interno e externos 1,5 e
2,42 mm, respectivamente, conectadas a uma pipeta de vidro comum, cuja extremidade

em contato com a preparacéo, apresenta um diametro interno de, aproximadamente, 0,75
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mm, confeccionada em um microforge (MF 830 — NARISHIGE INSTRUMENTS). O
fluxo, decorrente da gravidade, foi controlado através de equipos instalados nas

mangueiras de silicone.

50 mV
2mV
m S
-50 mV
-80mV ——y — 80 mV
-120 mV
I50 msil 500 ms “ 100 ms iy 50 msi

FIGURA 11- Representacdo esquematica do protocolo de pulsos de potencial de membrana utilizado para
0 registro da corrente total de sédio descrito no item 4.8.

4.9 Experimentos de Patch Clamp para estudo da corrente total de sédio em neurénios do
DRG transfectados com CRMP2-WT-GFP e CRMP2- K374A-GFP

Os registros da corrente total de Na* foram obtidos pelo uso do amplificador
Axoclamp 200B na configuragdo Whole Cell Voltage Clamp em combinagdo com o
software Clampex 9.2 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Estes registros foram
filtrados com um filtro tipo Bessel passa baixa ajustado em 2,9 kHz e digitalizados a uma
taxa de 20 kHz (intervalo de 50 ps) através da placa de interface da Digidata 1320A. As
pipetas foram obtidas a partir de capilares de borossilicato (didmetro externo: 1.5mm;

didametro interno: 0.86mm — item BF150-86-7.5 - Sutter) com o auxilio de um estirador
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de micropipetas (P-97 Micropipette Puller, Sutter Instruments Company, Novato, CA)
com ajuste para confeccao de pipetas com resisténcia ndo-compensada de 3-4 MQ. Estas
foram preenchidas com solucédo contendo (em mM): 10 NaCl, 100 CsCl, 5 MgCl2, 10
HEPES e 11 EGTA e 10 TEA-CI, pH 7,2 ajustado com CsOH a 1 M. A solucéo externa
também foi utilizada como solucdo de banho, contendo (em mM): 50 NaCl, 5 CsCl, 0,1
CdCly, 0,5 MgCly, 60 Glicose e 5 HEPES, pH 7,4 ajustado com NaOH a 1 M. Um eletrodo
de Ag—AgClI foi usado como referéncia. O valor calculado do potencial de juncdo foi de
-5,6 mV entre a solucdo de pipeta para medida da corrente de Na* e a solucdo externa.
Correntes capacitivas foram compensadas eletronicamente e um protocolo P/4 foi usado
para corre¢do da corrente de vazamento linear e para a subtracéo da capacitancia residual
(BEZANILLA, ARMSTRONG, 1977). O protocolo dos potenciais de membrana adotado
para o0 registro das correntes esta representado na figura 12. Os experimentos foram
realizados em placas de Petri de acrilico, de 35 mm de didmetro, usando-se microscopio
invertido (Nikon TMF-100, Nikon, Japan).
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FIGURA 12- Representacdo esquematica dos potenciais de membrana estabelecidos para o registro da
corrente total de s6dio descrito no item 4.10.

4.10 Experimentos de Patch Clamp para estudo do efeito agudo da exposicdo ao TNF
sobre as correntes de sodio total, TTXs e TTXr nos neurdnios dissociados do DRG

Os registros de Patch Clamp deste topico foram adquiridos utilizando-se os
mesmos equipamentos e configuracfes descritos no item 3.8. As pipetas foram
preenchidas com solucéo contendo (em mM): 10 NaCl, 100 CsCl, 5 MgCl,, 10 HEPES e
11 EGTA e 10 TEA-CI, pH 7,2 ajustado com CsOH a 1 M. A solugéo externa também
foi utilizada como soluc&o de banho. A placa de Petri foi adicionado o volume de 1,9 ml
de solucéo de banho/externa, esta contendo (em mM): 50 NaCl, 5 CsCl, 0,1 CdCl», 0,5
MgCl., 60 Glicose e 5 HEPES, pH 7,4 ajustado com NaOH a 1 M. Um eletrodo de Ag—
AgCI foi usado como referéncia. O valor calculado do potencial de jungéo foi de -5,6 mV
entre a solucdo de pipeta para medida da corrente de Na* e a solucdo externa. Para a
separagdo da corrente de sodio TTXr, ap0s estabelecida a configuragdo Whole Cell e
obtida a corrente total de sodio, 100 pL de solucdo externa contendo TTX foram

adicionados a solucéo de banho, de forma a se obter uma concentragéo final de TTX de
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300 nM. O registro foi adquirido 20 segundos ap6s a adicdo do TTX. O protocolo dos
potenciais de membrana adotado para o registro das correntes esta representado na figura
13.
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FIGURA 13- Representacdo esquematica dos potenciais de membrana estabelecidos para o registro da
corrente total de s6dio descrito no item 4.10.

4.11 Producao de virus para transfec¢cdo dos neurénios dissociados do DRG

Para transfeccdo dos neurdnios dissociados do DRG foi utilizado o kit para
producdo do adenovirus recombinante AAV5 (AAVS5 Helper-Free System, Agilent
Technologies Stratagene Products Division, CA, USA). O kit contém trés vetores: pAAV-
MSC, pAAV-RC5 e pHelper. No primeiro vetor foram adicionados os genes de interesse,
CRMP2-WT e CRMP2-K374A, ambos contendo como marcador o gene para GFP
(Green Fluorescent Protein), resultando na formacéo dos vetores para GFP-CRMP2-WT
e GFP-CRMP2-K374A. Estes foram transfectados em células imortalizadas da linhagem
293AAYV (pelo uso de solugdo de fosfato de célcio) concomitantemente com os vetores
pPAAV-RC5 e pHelper, processo que resulta na producdo dos virus especificos para

infeccdo de neur6nios do DRG e que contém como material viral os genes de interesse
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CRMP2-WT-GFP e CRMP2-K374A-GFP. 24-72 horas ap0s a transfeccdo o virus foi
extraido das células 293AAV de acordo com instrugdes contidas no kit para purificacdo
de virus (Takara AAVpro® Purification Kit, TAKARA BIO INC), gerando como produto
final solucdes contendo virus na concentragio de 5 - 10 gc/uL (copias gendmicas por

microlitro).

4.12 Transfeccdo dos neurdnios do DRG

12-18 horas apds a dissociacdo dos neurdnios do DRG foram adicionados 5
pL/poco de solucdo contendo o virus para GFP-CRMP2-WT ou 10 pL/poco de solugdo
contendo o virus para GFP-CRMP2-K374A. Os virus foram mantidos na cultura pelo
periodo de 72 horas, quando o0 meio contendo virus foi, entdo, substituido por meio F12
enriquecido de suplementos. Ap6s duas semanas em cultura, todos os neurbnios de
aspecto saudavel emitiram fluorescéncia ante o estimulo luminoso emitido pelo laser de
microscopia confocal (Zeiss LSM-510, A = 488 nm), confirmando que foram
transfectadas.

Para o estudo do efeito da exposicdo ao TNFa sobre a corrente total de Na* nas
celulas transfectadas, estas tiveram adicionadas ao seu meio de cultura TNF na
concentracdo de 700 pg/ml por 6 horas. Apds esta exposicdo, as células tiveram sua

corrente total de sodio registrada.

4.13 Andlises dos dados

Para os dados de eletrofisiologia celular foram utilizados neur6nios com
capacitancia < 45 pF (diametros entre 15 ¢ 30 um) (HAMADA et al., 2003; HONG et al.,
2004; LEO et al., 2015). Os dados que compuseram a curva da relagdo corrente X
voltagem para a corrente de sodio foram ajustados utilizando-se a lei de Ohm estendida,

_ (V)
) (Vm _Vr) @
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em conjunto com a relacdo de Boltzmann,

G — Gmélx
1+ e(V]JZ_Vm )/k (2)1

resultando na equacéo

Gméx ) (Vm _Vr)
1(V,) = 1+ VeVl 3,

onde G é condutancia, I(Vm) é a corrente para um dado potencial de membrana (Vm), Vr
é o potencial de reversdo, Gmax € a condutancia maxima, V12 é o potencial para ativacao
de 50% da corrente maxima e k é a inclinacdo da curva de condutancia. A condutancia
normalizada foi obtida pela relacdo G/Gmax. Para o ajuste dos dados de inativagéo répida
estaciondria dos canais de sodio, 0 h., utilizou-se a equacdo 3 normalizada pela corrente
maxima (I/Imax) obtida pela equacdo 1, resultando na equacéo

B 1
o 1+ e(Vm*Vh)/kh (4)’

h

onde Vh é o potencial pré-pulso teste que inativa 50% da corrente maxima e kn é a
inclinacdo da curva de inativacao rapida estacionaria. O grafico da corrente de janela foi
obtido pelo produto entre as equacOes de ajuste da curva de ativacdo estacionaria e
inativacdo rapida estacionaria (FISCHER et al., 2017), conforme descrito na equacao 5.

! 1
P = o VoK [ g VT (5).

A subtracdo das correntes TTXs e TTXr da corrente total de sodio foi realizada
digitalmente. Os dados de eletrofisiologia celular, bem como os demais dados, foram
submetidos ao teste de normalidade e, em seguida, as andlises estatisticas para todos 0s
dados foram realizadas usando-se o Teste t-Student, One Way ANOVA ou Two Way
ANOVA, conforme apropriado, seguidos do teste de Bonferroni. Os dados apresentaram
nivel de significancia quando o p foi menor do que 0,05. Os dados foram processados e
analisados utilizando-se os softwares Fit Master, Clampfit 10.2, Sigma Plot 11.0 e
GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do tratamento cronico com o Composto A sobre os parametros de consumo de

agua, racao, volume urinério e fluxo urinario

5.1.1 Tratamento cronico com o Composto A néo altera glicemia

A injecdo i.p. de estreptozotocina (65 mg/kg) resulta em hiperglicemia acentuada
(figura 14), bastante evidente no 15° dia ap6s a indugdo, nos ratos do grupo Diabético e
Diabético + CA. E possivel notar que o tratamento cronico com o Composto A, salvo
medida do dia 15 pds protocolo de inducdo ao diabetes, ndo resulta em alteracdo da

glicemia dos ratos tratados, sejam estes controles ou diabéticos.
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3004 -0~ Diabético (n=22)
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FIGURA 14— Representacdo dos valores de glicemia aferidos ao longo do curso temporal de 60 dias. As
medidas foram obtidas quinzenalmente, a partir do dia “0”. * Controle vs Diabético; @ Controle vs
Diabético + CA; 8§ Diabético vs Diabético + CA, p < 0,05; Two Way ANOV A seguido de Bonferroni.

5.1.2 Tratamento cronico com o Composto A promove reducdo da massa corporea

Os ratos diabéticos apresentaram reduzido ganho de massa corpérea, quando

comparados aos grupos Controle e Controle Tratado (figura 15). Porém, tanto os ratos do
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grupo controle quanto os animais do grupo diabético que receberam cronicamente o
Composto A tiveram reduzido ganho de massa corpérea quando comparado com 0s ratos
dos grupos Controle e Diabético, respectivamente.

-0~ Controle (n=30)
-O- Diabético (n=25)
-~ Controle + CA (n=11)
-o- Diabético + CA (n=11)

Massa corpérea (g)
N
(=]
<

| L) L) ) |

0 15 30 45 60
Dias
FIGURA 15- — Representacdo dos valores de massa corpérea aferidos ao longo do curso temporal de 60

dias. As medidas foram obtidas quinzenalmente, a partir do dia “0”. * Controle vs Diabético; @ Controle
vs Diabético + CA,; § Diabético vs Diabético + CA, p < 0,05; Two Way ANOVA seguido de Bonferroni.

5.1.3 Polifagia é atenuada em animais diabéticos tratados com o Composto A

Os ratos diabéticos apresentaram polifagia, como resultado da hiperglicemia
estabelecida nestes animais. Apesar de apresentar reducdo no ganho de massa corpérea
(figura 11), os animais diabéticos mostraram maior consumo de racdo (figura 16) quando
comparado com os grupos Controle e Controle + CA. Além disso, é possivel observar um
consumo atenuado do rato diabético tratado com o Composto A que, no dia 60, apresenta
valores de consumo compativeis com os observados nos ratos dos grupos Controle e
Controle + CA.
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FIGURA 16— Representacdo dos valores de consumo de ragdo medidos no intervalo de tempo de 24 horas,
aferidos ao longo do curso temporal de 60 dias. As medidas foram obtidas quinzenalmente, a partir do dia

“0”. * Controle vs Diabético; § Diabético vs Diabético + CA, p < 0,05; Two Way ANOVA seguido de
Bonferroni.

5.1.4 Polidipsia é atenuada em ratos diabéticos tratados com o Composto A

Os ratos diabéticos também apresentaram polidipsia (figura 17), como sintoma da
hiperglicemia acentuada. O consumo de agua dos ratos dos grupos diabético e diabético
tratado se mostrou aumentado em compara¢do com 0s demais grupos. Porém, é
interessante notar que os ratos diabéticos tratados com o Composto A exibiram atenuacao
do consumo de agua a partir do dia 45 pds protocolo de inducdo ao diabetes, o que ndo
foi apresentado pelos ratos do grupo Controle + CA.
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FIGURA 17- Representagéo dos valores de consumo de 4gua medidos no intervalo de tempo de 24 horas,
aferidos ao longo do curso temporal de 60 dias. As medidas foram obtidas quinzenalmente, a partir do dia
“0”. * Controle vs Diabético; @ Controle vs Diabético + CA; § Diabético vs Diabético + CA, p < 0,05;
Two Way ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.1.5 Composto A reduz politria em ratos diabéticos

Os ratos diabéticos passaram a excretar elevada quantidade de urina (poliuria)
quando comparados aos dos grupos Controle e Controle + CA (figura 18). Interessante
observar que o tratamento com o Composto A ndo apresenta efeito nos ratos Controle +
CA, enquanto nos ratos Diabéticos + CA causa atenuacgdo do volume urinario, verificado

na medida do dia 30 pos protocolo de indugédo ao diabetes.
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FIGURA 18- Representacdo dos valores de volume urindrio medidos no intervalo de tempo de 24 horas,
aferidos ao longo do curso temporal de 60 dias. As medidas foram obtidas quinzenalmente, a partir do dia
“0”. * Controle vs Diabético; @ Controle vs Diabético + CA; § Diabético vs Diabético + CA, p < 0,05;
Two Way ANOVA seguido de Bonferroni.

5.1.6 Fluxo Urinario dos ratos diabéticos é alterado pelo tratamento com o Composto A

Os dados de volume urinario apresentados na forma de fluxo urinario (figura 19)
mostram que a quantidade de urina excretada pelos ratos diabéticos por unidade de tempo
(ml/min - 10-3) é bastante elevado quando comparado com os ratos dos grupos controle.

Novamente se nota que o tratamento com o Composto A atenua a quantidade de urina por

unidade de tempo.
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FIGURA 19- Representacdo dos valores de fluxo urindrio medidos no intervalo de tempo de 24 horas,
aferidos ao longo do curso temporal de 60 dias. As medidas foram obtidas quinzenalmente, a partir do dia

“0”. * Controle vs Diabético; @ Controle vs Diabético + CA; § Diabético vs Diabético + CA, p < 0,05;
Two Way ANOVA seguido de Bonferroni.

5.2 Tratamento com o Composto A atenua hiperalgesia dos ratos diabéticos

Foi possivel observar, pelas medidas obtidas através da técnica de Randall-Selitto
(figuras 20 e 21), que os ratos dos grupos Diabético e Diabético + CA apresentam
hiperalgesia ja a partir da primeira medida p6s inducéo ao diabetes. Nota-se também que
o tratamento com o Composto A atenua significativamente a hiperalgesia dos ratos

diabéticos, mas ndo é capaz recuperar o limiar mecanico ao nivel dos ratos controle.
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FIGURA 20— Representacéo dos valores de limiar mecanico aferidos pelo teste de Randall-Selitto ao longo
do curso temporal de 60 dias. As medidas foram obtidas quinzenalmente, a partir do dia “0”. * Controle vs
Diabético; @ Controle vs Diabético + CA; § Diabético vs Diabético + CA, p < 0,05; One Way ANOVA
seguido de Bonferroni.
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FIGURA 21- Representacdo dos valores de limiar mecanico aferidos pelo teste de Randall-Selitto ao longo
do curso temporal de 60 dias. As medidas foram obtidas quinzenalmente, a partir do dia “0”. * Controle vs
Diabético; @ Controle vs Diabético + CA; § Diabético vs Diabético + CA, p < 0,05; One Way ANOVA
seguido de Bonferroni.

5.3 Tratamento com o Composto A inibe aumento da densidade de corrente total de Na*

observada nos neurdnios do DRG dos animais diabéticos sem tratamento

O estudo da relacdo corrente-voltagem (I-V) para a corrente total de sédio em
neurdnios do DRG (figuras 22 e 23) mostrou que a densidade da corrente de sodio no
pico se encontra aumentada nos neurénios dos animais diabéticos quando comparada aos
demais grupos (Controle: 189,4 + 10,7 pA/pF, n = 18; Diabético: 231,4 + 25,1 pA/pF, n
= 10; Controle Tratado: 152,6 + 13,1 pA/pF, n = 14; Diabético Tratado: 159,2 + 14,7
pA/pF, n = 12). Neurdnios provenientes de animais diabéticos tratados com o Composto
A mostraram valores de amplitude da densidade de corrente bastante proximos dos

valores controle (figura 22, 23 e 24).
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FIGURA 22— Tragados representativos das densidades da corrente total de Na* deflagradas pelo
estabelecimento dos diferentes potenciais de membrana utilizados para confeccdo dos gréficos da relagdo
1-V.
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FIGURA 23— Comparativo da relagéo I-V entre os grupos estudados. A. Controle vs Diabético. B. Controle
vs Diabético + CA. C. Diabético vs Diabético + CA. D. Todos os grupos estudados. Pico das correntes
adotado em -10 mV. * Controle vs Diabético; § Diabético vs Diabético + CA, p < 0,05; Two Way ANOVA
seguido de Bonferroni.
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FIGURA 24— Comparativo dos valores de pico da densidade de corrente da relacdo I-V entre 0s grupos
estudados. Pico das correntes adotado em -10 mV. * Controle vs Diabético; § Diabético vs Diabético + CA,
p < 0,05; One Way ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.4 Diabetes desloca para valores mais negativos a curva de ativagdo estacionaria dos

canais de Na*, efeito atenuado pelo tratamento com o Composto A

Tanto o quadro diabético quanto o tratamento com o Composto A tiveram efeito
sobre a curva de condutancia normalizada (figura 25A e D). O V1 (figura 26) mostra que
o0 potencial de membrana que ativa metade da populacéo de canais de sodio disponiveis
em neur6nios do grupo diabético € menos despolarizado que aquele do grupo controle.
Nota-se, ainda, que neurénios do grupo Diabético + CA apresenta um valor de V12 entre
os valores do grupo Controle e Diabético. Na tabela 1 estdo expressos os valores de k, ou

seja, da inclinacdo das curvas de condutancia normalizada, da figura 25.
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FIGURA 25- Relacéo entre a condutancia normalizada e os diferentes potenciais de membrana utilizados,
resultando na curva de ativagdo estaciondria da corrente total de sodio. A. Controle vs Diabético. B.
Controle vs Diabético + CA. C. Diabético vs Diabético + CA. D. Todos os grupos estudados. * Controle
vs Diabético, p < 0,05; Two Way ANOVA seguido de Bonferroni.

Grupo k (mV) N
Controle 48+0,2 14
Diabético 46+0,3 10
Controle + CA 46+0,2 9
Diabético + CA 41+0,3 5

TABELA 1 - Valores da inclinagdo das curvas de ativacdo estacionaria da corrente total de sodio nos
grupos Controle, Diabético, Controle + CA e Diabético + CA. p > 0,05; One Way ANOVA seguido de
Bonferroni.
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FIGURA 26— Representacdo dos valores de potencial de membrana onde se observa 50% da ativacdo da
corrente total de sddio (V12). * Controle vs Diabético; @ Controle vs Diabético + CA, § Diabético vs
Diabético + CA, p < 0,05; One Way ANOVA seguido de Bonferroni.

5.5 Composto A previne 0 aumento da concentracdo sérica de TNF resultante da

hiperglicemia cronica

O teste de Elisa acusou que os ratos diabéticos apresentaram elevacdo da
concentracdo serica de TNF, fato prevenido pelo tratamento crénico com o Composto A
(figura 27).
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FIGURA 27— Dosagem de TNF sérico dos diferentes grupos estudados, antes da inducdo ao diabetes e
apos 60 dias da indugdo. * Controle vs Diabético; § Diabético vs Diabético + CA, p < 0,05; One Way
ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.6 Proteina CRMP2 ndo parece constituir a via de sinalizacdo entre a elevacdo de TNF

plasmatico e o aumento da densidade de corrente total de sédio.

5.6.1 Transfecgdo de neurénios do DRG pelo uso de adenovirus AVV5 é viavel

O método de transfeccdo dos neurdnios do DRG pelo uso do adenovirus
recombinante AAV5 mostrou-se bastante eficaz (figura 28). A adicdo da proteina GFP
como marcador dos plasmideos para as proteinas CRMP2-WT e CRMP2-K374A
confirma que a transfecgao é viavel. Além disso, o desenvolvimento de densa rede neural
pelos neurdnios em cultura (figuras 28C e D) sinaliza para uma cultura neuronal saudavel,

indicando que este método ndo gera grande toxicidade celular.

e [—
20 pm 20 ym

FIGURA 28- Imagens de microscopia confocal de neurénios isolados do DRG mantidos por duas semanas
em cultura. A. Enfoque no corpo celular de um neurdnio expressando CRMP2-WT-GFP. B. Enfoque no
corpo celular de um neurdnio expressando CRMP2-K374A-GFP. C e D. Enfoque na densa rede de ax6nios
desenvolvida ao longo das duas semanas na cultura de células transfectadas com CRMP2-WT-GFP e
CRMP2-K374A-GFP, respectivamente.

52



5.6.2 Via de sinalizacdo do TNF para aumento da expressdo de Nav 1.7 provavelmente
independe da proteina CRMP2

Ainda que se tenha observado reducdo da corrente total de sddio em neurénios do
DRG expressando a proteina mutacionada CRMP2-K374A (figuras 29D, 30C e 31),
devido a reducdo da expressdo de canal de sodio Nay 1.7, a exposicdo do neurdnio ao
TNF ainda resultou em aumento da corrente de sodio (figura 29E e 30F e 31), indicando
que a via de sinalizacdo do TNF para o aumento da expressdo deste canal idnico
provavelmente independe da acéo da proteina CRMP2. Além disso, 0s grupos estudados
n&o mostraram inducdo de alteragéo da curva de dependéncia de voltagem pela exposicao

ao TNF (figura 32). Na tabela 2 estdo expressos os valores de k da figura 32.
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L CRMP2-K374A CRMP2-K374A + TNF
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FIGURA 29- Tracados representativos das densidades da corrente total de Na* deflagradas pelo
estabelecimento dos diferentes potenciais de membrana utilizados para confec¢do dos gréaficos da relagéo
I-V. A. Neurdnio ndo transfectados. B. Neurdnio transfectado com o plasmideo para a proteina CRMP2
WT. D. Neurdnio transfectado com o plasmideo para a proteina CRMP2-K374A. Ap6s 6 horas da adicdo
de 700 pg/ml de TNF, se verificou um aumento da corrente total de sédio nos neurdnios transfectados com
os dois plasmideos (C e E).
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FIGURA 30- Comparativo da relacéo I-V entre os grupos estudados. A. x. B. Controle vs CRMP2 WT +
TNF. C. Controle vs CRMP2-K374A. D. Controle vs CRMP2-K374A + TNF. E. CRMP2 WT vs CRMP2-
K374A. F. CRMP2-K374A vs CRMP2-K374A + TNF. G. Todos os grupos estudados. Pico das correntes
adotado em -5 mV. § Controle vs CRMP2 WT + TNF; * Controle vs CRMP2-K374A; @ CRMP2 WT vs
CRMP2-K374A; # CRMP2-K374A vs CRMP2-K374A + TNF. p < 0,05; Two Way ANOVA seguido de
Bonferroni.
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FIGURA 31- Comparativo dos valores de pico da densidade de corrente da relacdo I-V entre 0s grupos
estudados. Pico das correntes adotado em -5 mV. § Controle vs CRMP2 WT + TNF; * Controle vs CRMP2-
K374A; @ CRMP2 WT vs CRMP2-K374A; # CRMP2-K374A vs CRMP2-K374A + TNF., p < 0,05; One
Way ANOVA seguido de Bonferroni.

-1.2

-1.0 3 Controle (n=16)

[0 -O CRMP2-WT (n=19)
3l - CRMP2 WT+ TNF  (n=18)

06 o CRMP2-K374A (n=16)

L 0.4 - CRMP2-K374A + TNF (n=10)

-0.2

) Lt 1 4 I Y. L] ) 1 bt L) ¥ L) L] I L
60 -50 40 -30 -20 10 O 10
Potencial de Membrana (mV)

FIGURA 32- Relagéo entre a condutancia normalizada e os diferentes potenciais de membrana utilizados,
resultando na curva de ativacao estacionéria da corrente total de sddio.

Grupo k (mV) N
Controle 6,2+0,6 16
CRMP2-WT 6,6 £0,7 19
CRMP2-WT + TNF 7,7+11 18
CRMP2-K374A 54+0,4 16
CRMP2-K374A + TNF 53+0,5 10

TABELA 2- Valores da inclinagdo das curvas de ativacdo estaciondria da corrente total de sédio nos
grupos Controle, CRMP2-WT, CRMP2-WT + TNF, CRMP2-K374A e CRMP2-K374A + TNF. p > 0,05;
One Way ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.7 Exposicao aguda ao TNF altera parametros da eletrofisiologia celular na corrente de

soédio via canais sensiveis e resistentes a TTX

5.7.1 Exposicdao aguda de TNF aumenta corrente de sodio via canais sensiveis e

resistentes & TTX

Utilizando-se de TTX para separar as correntes de sédio provenientes de canais
sensiveis e resistentes a este (figura 33A-C), pdde-se notar que o TNF aumenta a corrente
de sodio pelas duas populacdes de canais (figura 33D-F). E possivel notar que 0 aumento
da densidade da corrente total de sodio (figura 34A e figura 35) tem maior contribuicédo
dos canais sensiveis a TTX (figura 34B e figura 35) do que da corrente via canais
resistentes a TTX (figura 34C e figura 35).

INa total apos exposi¢do ao TNF Iy, TTXr apds exposigdo ao TNF Iy, TTXs apos exposi¢do ao TNF

FIGURA 33— Tracados representativos das densidades da corrente total de Na+ deflagradas pelo
estabelecimento dos diferentes potenciais de membrana utilizados para confec¢do dos gréaficos da relagéo
I-V. A. Corrente total de sédio. B. Corrente de sédio ap6s adi¢do de 300 nM de TTX, ou seja, corrente de
sodio TTXr (resistente a TTX). C. Corrente de sddio resultante apds subtragdo da corrente TTXr da corrente
total de sodio, ou corrente de sddio TTXs (sensivel a TTX). D, E e F séo reproducdes das correntes
registradas em A, B e C apds exposicéo, por 6 horas, a0 TNF na concentracdo de 700 pg/ml.
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FIGURA 34— Comparativo da relacdo 1-V entre os grupos estudados. A. Corrente total de sédio sem
exposicao vs pés exposicdo ao TNF. B. Corrente de sddio TTXs sem exposicdo vs pos exposicdo ao TNF.
C. Corrente de sédio TTXr sem exposicdo vs pés exposicdo ao TNF. ComparacGes realizadas sob o
potencial de membrana de — 5 mV. * Corrente total de sodio sem exposicao vs Corrente total de sédio pos
exposicdo ao TNF; # Corrente de sédio TTXs sem exposi¢do vs corrente de sodio TTXs pds exposi¢do ao

TNF. § Corrente de sodio TTXr sem exposi¢do vs corrente de sddio TTXr pos exposi¢do ao TNF p < 0,05;
Two Way ANOVA seguido de Bonferroni.
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FIGURA 35- Comparativo dos valores de pico da densidade de corrente da relacdo I-V entre os grupos
estudados, no potencial de membrana de -5 mV. * Corrente total de sddio sem exposi¢do vs Corrente total
de sddio pos exposicdo ao TNF; # Corrente de sédio TTXs sem exposicdo vs corrente de sédio TTXs pos
exposicdo ao TNF. § Corrente de sodio TTXr sem exposicdo vs corrente de sddio TTXr pds exposi¢do ao
TNF p <0,05; One Way ANOVA seguido de Bonferroni.

5.7.2 TNF altera dependéncia de voltagem para ativagdo dos canais de sédio sensiveis a
TTX

Conforme visualizado de modo menos evidente nos neurdnios dos ratos diabéticos
(figuras 25A e 26), a exposicdo dos neurdnios ao TNF desloca a curva de dependéncia de
voltagem para ativacdo estacionaria para valores mais negativos, ou seja, torna 0s
neurdnios mais sensiveis a despolarizacdo (figura 36A).A separacdo das correntes TTXs
e TTXr mostra efeitos diferentes do TNF sobre estas populagdes de canais: ao passo que
a corrente TTXs se torna mais sensivel a despolarizagdes de membrana (figura 36B), isto
ndo se verifica na corrente TTXr (figura 36C), ainda que ambas as correntes aumentem
(figura 34 e 35). A andlise do V1,2 (figura 37) mostra que o TNF facilita o recrutamento
de canais TTXs disponiveis (figura 36B), ou seja, apos exposi¢do ao TNF, o potencial de
membrana necessario para ativar metade desta populacao de canais é mais despolarizado
do que quando estes ndo foram expostos ao TNF. O mesmo, como ja mencionado, ndo
ocorre com os canais TTXr (figura 36C e 37). Na tabela 3 estdo expressos os valores de
k da figura 36.
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FIGURA 36- Relacéo entre a condutancia normalizada e os diferentes potenciais de membrana utilizados,
resultando na curva de ativacdo estacionaria das correntes de sédio total, TTXr e TTXs. A. Corrente total
de sddio sem exposicdo vs pds exposicdo ao TNF. B. Corrente de sddio TTXs sem exposi¢do vs pds
exposicdo ao TNF. C. Corrente de sddio TTXr sem exposicao vs pds exposicdo ao TNF * Corrente total de
sodio sem exposi¢do vs Corrente total de sodio pos exposicdo ao TNF; # Corrente de sédio TTXs sem
exposicao vs corrente de sédio TTXs pds exposicdo ao TNF. p < 0,05; Two Way ANOVA seguido de
Bonferroni.
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Grupo k (mV) N

Controle - Inatotal 7,305 8
+ TNF - Ina total 53+02* 14
Controle -1InaTTXs 6,3+0,6 6
+ TNF -InaTTXs 49+03# 11
Controle - Ina TTXr 6,9+0,5 8
+ TNF -Ina TTXr 54+0,8 15

TABELA 3- Valores da inclinacdo das curvas de ativacdo estacionaria da corrente de sddio total, sensivel
e resistente a TTX sem exposicdo ou apés exposicdo ao TNF. Ina representa corrente de sodio. * p < 0,05
+ TNF — Ina total vs Controle - Ina total; # p < 0,05 + TNF — Ina TTXs vs Controle - Ina TTXs; teste t de
Student.
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FIGURA 37- Representagdo dos valores de potencial de membrana onde se observa 50% da ativacéo da
corrente total de sddio. * Corrente total de sédio sem exposigdo vs Corrente total de sédio pds exposicéo
ao TNF; # Corrente de sodio TTXs sem exposi¢do vs corrente de sadio TTXs pos exposi¢do ao TNF. p <
0,05; One Way ANOVA seguido de Bonferroni.

5.7.3 TNF influencia cinética de inativacdo rapida estacionaria dos canais de sodio

sensiveisa TTX

Além de sensibilizar os canais de s6dio TTXs a se ativarem em potenciais mais
negativos, o TNF também parece influenciar a inativacdo estacionaria rapida desta
populacéo de canais. Como pode ser visto no grafico da relacdo 1/Imax, (h-, figura 38),
pré-pulsos menos despolarizados inativam uma maior parcela dos canais de sddio antes

disponivel, quando comparado a neurdnios nao expostos ao TNF (figura 38A). Porém,
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qguando analisadas isoladamente, as correntes TTXs e TTXr ndo apresentaram diferenca
estatistica com relagdo a curva de inativacao rapida estacionaria do grupo controle (figura
38B e 38C, respectivamente). Porém, na andlise do Vi (figura 39), o potencial de
membrana do pré-pulso que inativa metade da populacdo de canais antes disponivel,
mostra que os canais TTXs apresentam valor de Vh mais negativo apds exposi¢do ao TNF.
O mesmo né&o foi observado para os canais TTXr. Na tabela 4 estéo expressos os valores
de kn, a inclinacdo da curva de inativagdo rapida estacionaria, da figura 38.
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FIGURA 38- — Relacdo entre a corrente normalizada e os diferentes potenciais de membrana utilizados,
resultando na curva de inativacdo estacionaria das correntes de sédio total, TTXr e TTXs. A. Corrente total
de sddio sem exposicdo vs pds exposicdo ao TNF. B. Corrente de sddio TTXs sem exposi¢do vs pds
exposicdo ao TNF. C. Corrente de sédio TTXr sem exposicdo vs pds exposicdo ao TNF. * Corrente total
de sddio sem exposicdo vs Corrente total de sodio pds exposicdo ao TNF. p < 0,05; Two Way ANOVA
seguido de Bonferroni.
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Grupo k (mV) N

Controle - Inatotal -7,3+£0,5 8
+ TNF - Ina total -53+0.2* 14
Controle -1InaTTXs -6,3+0,6 6
+ TNF -InaTTXs -49+0,3# 11
Controle - Ina TTXr -6,9+0,5 8
+ TNF - Ina TTXr -54+£0,8 15

TABELA 4- Valores da inclinacdo das curvas de inativacdo estacionaria rapida da corrente de sodio total,
sensivel e resistente a TTX sem exposi¢do ou apds exposicdo ao TNF. Ina representa corrente de sédio. *
p < 0,05 + TNF — Ina total vs Controle - Ina total; # p < 0,05 + TNF — Ina TTXs vs Controle - Ina TTXs;
teste t de Student.
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FIGURA 39- Representa¢do dos valores de potencial de membrana do pulso condicionante que inativam
metade da populacéo de canais de sodio disponivel. * Corrente total de sédio sem exposi¢do vs Corrente
total de sédio pds exposi¢do ao TNF; # Corrente de sddio TTXs sem exposicdo vs corrente de sédio TTXs
pos exposicdo ao TNF. p < 0,05; One Way ANOVA seguido de Bonferroni.

5.7.4 TNF induz efeitos opostos sobre a probabilidade de ativacdo das correntes TTXs e
TTXr

Os graficos a seguir destacam a importancia da corrente de sddio conduzida pelos
canais Nay 1.8 no mecanismo de a¢éo da sensibilizacdo do neurdnio por acdo do TNF. O
gréfico das sobreposi¢fes das curvas de ativacdo e inativacdo (figura 40) resulta no
gréfico da figura 41, ilustrando que a corrente TTXs tem sua corrente de janela deslocada

para valores mais hiperpolarizados e com maior amplitude apds exposi¢do ao TNF (B).
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A corrente TTX, por sua vez, sofre reducao tanto estreitamento da sua corrente de janela
quanto reducdo da sua amplitude, apds exposicdo ao TNF (C). No somatorio dos efeitos
do TNF sobre as duas correntes, a corrente de janela da corrente total de sédio se encontra

reduzida apos exposicdo ao TNF, quando comparada ao grupo controle (A).
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6. DISCUSSAO

Como primeiro dado deste trabalho (figura 14) tem-se o estabelecimento da
hiperglicemia nos ratos dos grupos Diabético e Diabético + CA, os quais receberam STZ
intraperitoneal. A STZ é um analogo da glicose (2-deoxi-2-[3-metil-e-nitrosourido]-D-
glucopiranose que foi inicialmente extraido como antibiotico isolado de culturas de
Streptomyces acromogenes (HERR et al., 1959-1960). Sua agdo diabetogénica,
descoberta por Rakieten, Rakieten e Nadkarni (1963), € especificamente citotdxica sobre
as células B pancreaticas (JUNOD et al., 1967). A STZ obtém acesso as células B pelo
GLUT 2, causando fragmentacdo do DNA e estresse oxidativo, no que resulta uma morte
celular rapida (SCHNEDL et al., 1994; THULESEN et al., 1997). Como resultado, 0s
ratos que recebem administragdo de STZ com concentracéo igual ou superior a 65 mg/kg
apresentam hiperglicemia sustentada (JUNOD et al., 1969) como visto na figura 14,
mimetizando o que ocorre com pacientes acometidos pelo diabetes tipo | (THULESEN
etal., 1997; OZAWA et al., 2011). O método de inducgdo ao diabetes usado neste trabalho,
no qual o rato tem 28 dias de vida no dia da inducdo, é fundamentado em um modelo ja
bem estabelecido na literatura (SHUTOV et al., 2006; KHOMULA et al., 2013).

O grafico do curso temporal da glicemia na figura 14 também mostra que o
tratamento dos ratos diabéticos com o Composto A ndo exerce qualquer influéncia sobre
a hiperglicemia destes ratos. Este dado traz como consequéncia o fato de que, caso o
Composto A exerca alguma acdo de protecdo contra o desenvolvimento da DND, seu
mecanismo de acdo independe da manutencdo dos valores hiperglicémicos para
normoglicémicos.

Os ratos do grupo Diabético também apresentaram comprometimento do ganho
de massa corporea, no curso temporal dos 60 dias (figura 15), quando comparados ao
grupo Controle. Este resultado estd em concordancia com a literatura, ocorrendo devido
a excessiva degradacdo de proteinas teciduais que passam a constituir uma rota
metabdlica alternativa (LEE et al., 1999; ANDALLU; VARADACHARYULU, 2003;
YANARDAG et al., 2005). No entanto, enquanto o Composto A ndo alterou a
hiperglicemia nos ratos diabéticos, ele compromete ainda mais o0 ganho de massa corporea
destes ratos. A reducdo do ganho de massa corpdrea também ocorre nos ratos do grupo
Controle + CA, quando comparado ao grupo Controle. Tal fato pode constituir um efeito

colateral do tratamento com o Composto A.
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Ainda que os ratos diabéticos apresentem reducdo no seu ganho de massa
corpdrea, pode-se notar na figura 16 que, na verdade, estes ratos tém aumentada a sua
ingestdo de racdo em comparacdo com os ratos do grupo Controle. De fato, este dado
enfatiza o desenvolvimento de um sintoma comum aos pacientes diabéticos, a polifagia,
decorrente do nivel reduzido de insulina em individuos portadores de diabetes tipo 1
(KUO, 2006).

A literatura aponta dois mecanismos possiveis para o desenvolvimento da
polifagia. O primeiro enfoca nos neurdnios secretores de neuropeptidio Y. O
neuropeptidio Y é o transdutor de apetite mais potente conhecido e amplamente
distribuido no sistema nervoso central, cuja maior concentracdo se encontra no
hipotdlamo (LEGER et al, 1987). E um peptideo altamente conservado, com acdes
orexigenas no discreto nacleo hipotalamico, que exerce o papel de regular a homeostase
energética (MERCER; CHEE; COLMERS, 2011; CHUNG et al., 2012). Estudos tém
mostrado que a polifagia apresentada por ratos diabéticos induzidos por STZ esta
estreitamente relacionada com o aumento da expressdo do neuropeptidio Y (SAHU;
SNINSKY; KALRA, 1997; QU et al., 2001), e que a reducdo de seus niveis parece
amenizar a polifagia nestes animais (LIU; CHI; CHENG, 2001; KUO, 2006; CHUNG et
al., 2012).

O segundo mecanismo é resultante do aumento da producao de corpos cetdnicos.
Ratos submetidos ao modelo de diabetes utilizado neste trabalho, bem como pacientes
com diabetes tipo 1 sem o devido controle glicémico, ante reduzida concentracdo
plasmaética de insulina, tém elevacdo da cetogénese, a producédo de corpos cetdnicos. Por
este processo, a mitocondria dos hepatdcitos passa a gerar, a partir da acetilcoenzima A,
os dois corpos cetdnicos principais: acetoacetato e 3-p-hidroxibutirato (ainda que, por
questdes historicas, os dois produtos sejam referidos como corpos cetbnicos, apenas o
acetoacetato € uma cetona real). Ambos, acetoacetato e 3-p-hidroxibutirato, sdo acidos
carboxilicos de cadeia curta, formado por 4 carbonos, tendo alta solubilidade em agua e
servindo como fonte de energia para o sistema nervoso central, rins, coragdo e musculo
esquelético (ROBINSON; WILLIAMSON, 1980; FUKAO et al., 2014; QIU;
NOVIKOV; VALLON, 2017). Porém, uma vez que o individuo sofra com a deficiéncia
parcial ou completa da insulina, a captacdo de glicose e seu uso pelos tecidos periféricos
é reduzida, e hormonios contra-regulatorios da insulina como glucagon, cortisol,
catecolaminas e horménio do crescimento sinalizam para maior liberacdo de &cidos

graxos livres dos tecidos adiposos para a circulagdo sanguinea, ao que se segue a oxidagao
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hepética destes acidos graxos para producdo de corpos cetdnicos. E neste cenario que
ocorre o estabelecimento da cetoacidose: por serem liberados pelo figado nas suas formas
protonadas e em quantidade que excede o uso pelos tecidos periféricos, acetoacetato e 3-
B-hidroxibutirato podem ocasionar reducdo do pH sanguineo a niveis que induzam
complicacdes outras como anorexia, nauseas e vomitos, aléem de, em cerca de 10% dos
pacientes, também poder causar coma (CASTEELS; MATHIEU, 2003; PALMER;
CLEGG, 2015; QIU; NOVIKOV; VALLON, 2017).

Porém, além da cetoacidose mencionada acima, a literatura aponta indicios de que
a elevacao na producdo de corpos cetbnicos incide em elevacdo de sua concentragdo no
fluido cerebrospinal, ativando uma via neural especifica: o estimulo noradrenérgico dos
terminais de neurdnios presentes no nucleo paraventricular que secretam neuropeptidio
Y. Como ja mencionado, o aumento na liberacdo deste neuropeptidio levaria, entdo, a
uma resposta orexigena (IWATA et al., 2011).

Pode-se notar ainda, na figura 16, que os dados do consumo de ragdo dos ratos
diabéticos tratados com o Composto A sdo intermediérios entre os valores apresentados
pelos grupos Diabético e Controle, o que indicaria uma atenuacdo da polifagia nestes
animais. No dia 60 ap6s a inducdo ao diabetes, o grupo Diabético + CA ainda apresenta
valores de consumo de racgdo equivalentes aos grupos Controle e Controle + CA.

Os dados dos graficos que compdem as figuras 17, 18 e 19 estdo intimamente
relacionados. A hiperglicemia estabelecida nos ratos diabéticos (figura 15) acaba por
exceder a quantidade de glicose filtrada no glomérulo renal que pode ser reabsorvida no
tbulo distal. Com isto, a urina dos ratos diabéticos apresentara elevada concentracao de
glicose que, por ser uma molécula osmoticamente ativa, drena grande volume de &gua, o
que resulta em poliuria, ou seja, excessivo volume urinario (como pode ser visto nas
figuras 18 e 19) quando comparado aos grupos Controle e Controle + CA.
Consequentemente, como mecanismo de compensacdo a desidratacdo decorrente do
estabelecimento da poliuria, estes ratos apresentam grande consumo de &gua quando
comparado aos grupos Controle e Controle + CA (figura 17), sintoma denominado
polidipsia (AIRES, 2012; PORTH, 2015).

No tocante ao volume urinario e ao fluxo urinario (figuras 18 e 19), os ratos do
grupo Diabético + CA apresentaram atenuacdo da poliuria a partir do dia 30 apos a
inducdo ao diabetes, quando comparado com o grupo Diabético. No entanto, estes valores
ainda se mostram bem superiores aos valores obtidos dos ratos dos grupos Controle e
Controle + CA. Isto se torna particularmente interessante com a observacgao dos dados do
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consumo de agua (figura 17). Neste resultado é possivel notar que os ratos do grupo
Diabético + CA s tém atenuado o consumo de 4gua em comparagdo ao grupo Diabético
unicamente no dia 60 apds a inducdo ao diabetes, enquanto a reducdo dos valores de
volume urinario e fluxo urinario nos ratos do grupo Diabético + CA ja ocorre no dia 30
poOs-inducdo ao diabetes. Assim, é possivel que 0 Composto A administrado nestes ratos
diabéticos esteja reduzindo a desidratacéo verificada no grupo Diabético.

Como ponto central deste trabalho, o estudo do desenvolvimento da hiperalgesia
nos ratos diabéticos foi realizado pela utilizacdo da técnica de Randall-Selitto (figura 20)
por meio da compressao da pata do rato, em que é possivel estabelecer seu limiar para
nocicepcdo mecanica. A nocicepcdo inclui os mecanismos pelos quais os estimulos
nocivos sdo detectados pelo sistema nervoso periférico, codificados, transferidos e,
inconscientemente, tratados pelo sistema nervoso central. A deteccdo é assegurada por
transdutores moleculares especificos (conforme mencionado na se¢do 1.5 da Revisdo de
Literatura) expressos nos neurdnios nociceptivos, cujos corpos celulares se encontram
agrupados nos ganglios da raiz dorsal ou em ganglios trigeminais, ou seu equivalente no
tronco cerebral (TODD, 2010).

O teste de Randall-Selitto constitui um meio classico de afericdo do limiar
mecénico, alodinia mecénica ou hiperalgesia e analgesia em ratos (RANDALL;
SELITTO, 1957; KAYSER; BASBAUM; GUILBAUD, 1990). Neste teste, a pata traseira
é posicionada entre uma superficie fixa e uma superficie conica mdvel, a qual exercera
uma pressao crescente numa taxa controlada. O parametro aferido é o limiar (em gramas)
para uma dada reacdo do rato, que pode ser o reflexo de retirada da pata da regido do teste
(parametro do presente trabalho), reacdo de luta/fuga ou vocalizacdo, a depender do
protocolo. Realizado corretamente, este teste oferece valores altamente estaveis e
reproduziveis (CELERIER et al, 2001; RIVAT et al., 2008).

Por este teste, duas categorias de neur6nios sdo ativadas: 0s mecanoceptores de
baixo limiar e os nociceptores. Os primeiros podem inervar os foliculos pilosos na pele
com terminac6es lanceoladas ou terminagdes de ruffini, além de poderem inervar células
de Merkel. Sdo neurdnios de resposta mecanosensorial adaptativa lenta. Estes
mecanoceptores podem enviar um ramo neuronal colateral ao nucleo da coluna dorsal, e
tendem a formar conexdes monosinapticas diretas com neurdnios mais internos do corno
dorsal. Os nociceptores, por sua vez, podem formar terminacGes livres na derme ou na

epiderme, e tipicamente formam sinapses com neur6nios menos internos do corno dorsal.
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A informacdo nociceptiva é, entdo, transmitida a neurdnios mais internos no corno dorsal,
0s quais enviam a informacdo para o cérebro (LEWIN; MOSHOURAB, 2004).

Os neurdnios mecanoceptores acima referidos sdo neurénios de fibras Ad. Tanto
em ratos (LEEM; WILLIS; CHUNG, 1993) quanto em humanos (ADRIAENSEN et al.,
1983), estes neurdnios mecanoceptores de baixo limiar também podem atuar como
nociceptores, respondendo a estimulos mecanicos de alta intensidade. Os que atuam como
nociceptores possuem terminacfes livres associadas aos queratindcitos (KRUGER;
PERL; SEDIVEC, 1981; KRUGER; LIGHT; SCHWEIZER, 2003).

Ja os neurbnios nociceptores sdo os chamados neurénios de fibra C. Ainda que
respondam ao estimulo mecénico nocivo gerado pelo teste de Randall-Selitto, essas fibras
sdo, em sua maioria, polimodais, sendo ativadas tanto por estimulos nocivos mecanicos
quanto térmicos (BESSOU; PERL, 1969; LYNN; CARPENTER, 1982; BIRDER; PERL,
1994). Logo, a hiperalgesia detectada nos ratos dos grupos Diabético e Diabético + CA
pelo teste de Randall-Selitto esta associada com o aumento da excitabilidade das
populagdes neuronais mencionadas acima.

Hiperalgesia a estimulos mecéanicos tém sido extensamente relatada em ratos
diabéticos induzidos por STZ (WUARIN-BIERMAN et al., 1987; KAMEI, OGAWA;
KASUYA, 1990; AHLGREN; LEVINE, 1993; COURTEIX; LAVARENNE;
ESCHALIER, 1993; COURTEIX et al., 1994), e os dados representados na figura 20
estdo em concordancia com a literatura, ainda que ao longo do curso temporal de 60 dias
(figura 21) os valores do limiar mecénico para os grupos Diabético e Diabético + CA
apresentem-se, sendo estaticos, apenas ligeiramente reduzidos. Por outro lado, os valores
de limiar mecanico para os grupos Controle e Controle + CA aumentam ao longo do curso
temporal. Este dado também esta de acordo com os dados da literatura, que apontam para
0 aumento do limiar mecénico em fungdo da idade (FITZGERALD; SHAW,;
MACINTOSH, 1988; REYNOLDS; FITZGERALD, 1995; RIRIE et al., 2003; NUNES
et al., 2017). De fato, de acordo com o trabalho de Ririe e colaboradores, enquanto os
ratos utilizados no trabalho apresentaram aumento do limiar mecéanico com a idade (na
28 42 e 162 semana de vida), seus limiares para estimulo nocivo térmico diminuiram da 22
semana de vida para a 42 e se mantiveram estaveis da 4% semana para a 162 Uma vez que
a laténcia ao estimulo térmico é estabelecida pela ativagéo das fibras C (OSSIPOV et al.,
1999), este dado € consistente com o fato de que o circuito neural destas fibras ainda ndo
estd totalmente concluido até a 22 semana de vida (FITZGERALD; GIBSON, 1984;
FITZGERALD, 1985). Uma vez que o limiar mecanico destes animais varia entre a 4% e
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a 16 semana, quando ndo ha mais variacao no limiar térmico, isso indica uma variagédo
de resposta das fibras Ad com a idade dos animais. Considerando que os ratos utilizados
no presente trabalho tém idades entre 4 e 12 semanas, os dados do curso temporal do
limiar mecanico indicariam o aumento do limiar mecanonociceptivo das fibras Ad com a
idade dos animais, por razdes ainda desconhecidas (RIRIE et al., 2003). Além disso, dado
que os ratos dos grupos Diabético e Diabético + CA ndo apresentaram aumento do limiar
mecanico exibido pelos grupos Controle e Controle + CA, isto destacaria o
comprometimento da resposta fisiologica das fibras Ad, estando seu limiar de ativacdo
reduzido. A este fato soma-se o provavel comprometimento da resposta fisioldgica das
fibras C pelo diabetes, conforme ja descrito na literatura (FUCHS et al., 2010).

Em ratos diabéticos com hiperalgesia, neurénios do DRG exibem aumento da
frequéncia de geracdo de potencial de acdo em resposta a estimulos mecanicos
supralimiares (AHLGREN; LEVINE, 1993; MALCANGIO; TOMLINSON, 1998; FOX
et al., 1999) e atividade espontanea aumentada (SAID, 1996). A ambos os efeitos é
creditada a sensagéo de dor (HONG et al., 2004), e tém relagdo com a atividade de canais
de sodio ativados por voltagem. Dentre estes canais de sodio, a isoforma Nay 1.7 tém sido
associado papel crucial no desenvolvimento da DND, uma vez que sua expressao se
encontra aumentada em ratos diabéticos (HONG et al., 2004; CHATTOPADHYAY;
MATA; FINK, 2008; HUANG et al., 2014). Paralelamente, a literatura tem demonstrado
que citocinas pré-inflamatorias tem papel importante na patogénese e manutencéo da dor
neuropatica diabética (LU; LIN; ZHONG, 2017; Nl et al., 2017), incluindo dados clinicos
(PURWATA, 2011). Soma-se a isto a demonstracdo de Huang e colaboradores (2014),
que demonstraram a relagéo direta entre a elevagédo da expressao de TNF e de Nay 1.7 no
DRG de ratos diabéticos.

Os canais Nay 1.7 sdo robustamente expressos no corpo celular de, virtualmente,
todos 0s neurdnios que originam as fibras nociceptivas Ad ¢ C (HARPER; LAWSON,
1985b; DJOUHRI et al., 2003). De fato, Nay 1.7 é expresso tanto nas terminacoes
neuronais periféricas quanto nas terminagdes centrais, sendo robustamente expressos nas
fibras nervosas intraepidermais dentro da pele e na lamina superficial do corno da raiz
dorsal, a regido de maior conectividade sinaptica entre os neurbnios nociceptivos
primarios e os secundarios (BLACK et al., 2012). Estes dados enfatizam que o Nay 1.7 é
crucial no processo de desenvolvimento da hiperalgesia diabética.

O presente trabalho corrobora a relagéo entre a hiperalgesia mecéanica (figuras 20
e 21) e a elevacdo da concentragdo plasmatica de TNF (figura 27) com o aumento da
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excitabilidade neuronal (figuras 22 a 26) denotada em neur6nios de ratos diabéticos com
hiperalgesia mecanica.

A excitabilidade neuronal pode ser verificada através dos dados de eletrofisiologia
celular, onde a relacédo I-V mostrou que os neurdnios dos ratos diabéticos tém aumentada
a densidade da corrente total de sédio quando comparados com o grupo controle
(Controle, 189,4 + 10,7 pA/pF vs Diabético, 231,4 + 25,1 pA/pF, figura 22, 23 e 24). Isto
pode estar relacionado ao aumento da expressdo de Nay 1.7 (HONG et al., 2004; SUN et
al., 2012; HUANG et al., 2014; HU et al., 2016) e tanto com o0 aumento da condutancia
unitéria do canal Nay 1.8 (HONG et al., 2004; JIN; GEREAU, 2006; HUDMON et al.,
2008) quanto com o aumento da expressédo de Nay 1.8 (SUN et al., 2012; HU et al., 2016).
Além disso, a curva de ativacao estacionaria dos canais de sédio (figura 25A) demonstra
que estes canais estdo mais sensiveis a despolarizacdo de membrana, com o valor do V1.
(figura 26) para o grupo Diabético (-29,1 + 0,3 mV) mais hiperpolarizado que o do grupo
Controle (-26,3 = 0,3 mV). Lembrando que o presente estudo abrangeu o estudo de
neurdnios que originam fibras Ad e C, os dados embasam o estado de hiperalgesia dos
ratos diabéticos (HONG et al., 2004; SUN et al., 2012) demonstrado pelo teste de
Randall-Selitto (figura 16 e 17).

Ao analisar os dados da concentracdo de TNF sérico no dia 60 ap6s a indugdo ao
diabetes (figura 27), onde o valor para o grupo Diabético (624,9 + 97,8 pg/ml) é
praticamente o dobro do valor do grupo Controle (340,3 + 16 pg/ml), é possivel relacionar
0 aumento da corrente total de sodio, o aumento da sensibilidade destes canais e a
elevacdo da concentracdo de TNF sérico no diabetes, com base nos achados da literatura
(PURWATA, 2011; HUANG et al., 2014; LU; LIN; ZHONG, 2017; Nl et al., 2017).

TNF afeta neurdnios aferentes primarios, induzindo hipersensibilidade
(OZAKTAY et al., 2006; CZESCHIK et al., 2008; SPICAROVA; NERANDZIC;
PALECEK, 2011) pelo aumento tanto da corrente de sodio via canais TTXs (CHEN et
al., 2011; SPICAROVA; NERANDZIC; PALECEK, 2011) quanto via canais TTXr (JIN;
GEREAU, 2006; CHEN et al., 2011). Além do aumento da expressdo das isoformas Nay
1.7 e Nay 1.8 mencionadas acima, estudos anteriores ja demonstraram que o0 TNF aumenta
a corrente de sodio TTXr via ativagdo do receptor TNFRL1 e pela via da MAPK p38 em
neurdnios dissociados do DRG (JIN; GEREAU, 2006). Ja foi demonstrado, também, que
0 aumento da expresséo de Nay 1.7 estava co-localizada com o aumento de fosforilagéo
da quinase regulada por sinal extracelular-1 e -2 (ERK1 e ERK2) e da p38 em neuromas
humanos dolorosos (BLACK et al., 2008) e de ratos (PERSSON et al., 2011). A ERK1
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fosforilada fosforila o canal Nay 1.7, diminuindo seu limiar de ativacao e tornando-o mais
predisposto a ser ativado em resposta a um estimulo de menor intensidade (NEMOTO et
al., 2010; STAMBOULIAN et al., 2010; ZHANG et al., 2013). Estes trabalhos, somado
ao de Tamura e colaboradores (2014), mostram que a elevacdo plasmatica de TNF
contribui para o desenvolvimento da DND de duas formas: via ativacdo dos receptores
TNFR1 e TNFR2 e/ou via MAPK p38 no que seria a fase inicial, ou seja, facilitando a
ativacdo do canal Nay 1.7, e numa fase mais tardia, aumentando a expressdo de Nay 1.7
na membrana celular neuronal. E estes dados da literatura embasam e reforcam os
achados do presente trabalho.

Ainda na figura 27, nota-se que o tratamento com o Composto A foi capaz de
prevenir completamente o aumento do TNF sérico medido no grupo Diabético (624,9 +
97,8 pg/ml), com os valores do grupo Diabético + CA (320,8 £ 10 pg/ml) sendo similares
aos valores do grupo Controle (340,3 + 16 pg/ml). Este dado ratifica a alta capacidade da
atividade anti-TNF do Composto A. Esta reducdo gerou efeitos especificos sobre os dados
de eletrofisiologia celular e hiperalgesia.

O tratamento inibiu 0 aumento dos valores do pico da corrente total de sodio visto
no grupo Diabético (231,4 £ 25,1 pA/pF, Diabético vs 159,2 + 14,7 pA/pF, Diabético +
CA, figuras 23C e 24) a valores do grupo Controle (189,4 + 10,7 pA/pF, figuras 23B e
24). Isto pode sugerir que a prevencdo do aumento de TNF sérico no grupo Diabético +
CA preveniria, também, o aumento da expressdo de canais Nay 1.7 nos neurbnios
estudados. No entanto, a condutancia normalizada obtida da relagdo 1-V mostrou que,
mesmo com o tratamento com o Composto A, 0s canais de sédio nos neurdnios do grupo
Diabético + CA ainda apresentam aumento da sensibilidade a despolarizacdo de
membrana quando comparado com o grupo Controle, ainda que tenha sido menor do que
a detectada no grupo Diabético, como evidenciado pela anéalise do V12 (Controle, -26,3
+ 0,3 mV, Diabético, -29,1 £ 0,3 mV e Diabético + CA, -27,7 = 0,4 mV, figura 26). Este
dado pode ser associado a atenuacao da hiperalgesia verificada no grupo Diabético + CA,
onde ndo h& a prevengdo completa do desenvolvimento da hiperalgesia nos ratos
diabéticos tratados (Controle 212,1 + 5,9 g, Diabético, 116,1 + 5,8 g e Diabético + CA,
143,9 £ 5,6 g, figuras 20 e 21, dia 60). Esta combinacdo de dados indicaria que, mesmo
sem 0 aumento serico de TNF, outros fatores estariam sensibilizando os canais de sodio
a sua ativacdo em potenciais de membrana menos despolarizados. Como exemplo, pode
ser citada a alteracdo da composic¢do da bicamada lipidica neuronal. Um dos mecanismos

possiveis seria a deplecdo de mioinositol, um importante constituinte da membrana
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celular. Em conjunto com danos oxidativos a membrana lipidica, resultante do aumento
de espécies reativas de oxigénio, a reducdo do mioinositol incide na modificacdo da
composicdo da membrana celular no diabetes (BROWNLEE, 2001, FARIAS et al.,
2011). Como, no geral, os canais de sodio dependentes de voltagem respondem ao
gradiente do potencial elétrico da regido interna da bicamada lipidica, ndo ao potencial
transmembrana em si (BAKER; HODGKIN; MEVES, 1964; CHANDLER; HODGKIN;
MEVES, 1965), a modificacdo da composic¢do da bicamada lipidica, como j& visto em
outros trabalhos (HOFTRIG et al., 1983; KUMAR; MENON, 1993), modificaria o
potencial detectado pelos canais de sddio, causando o deslocamento da curva de
condutancia normalizada nos grupos Diabético e Diabético + CA (figuras 25 e 26) para
valores mais negativos.

Uma vez que, até o dado momento, o0 mecanismo de acdo pelo qual o TNF induz
0 aumento da expressdo dos canais Nay 1.7 ndo foi esclarecido, o presente trabalho
abordou a possibilidade da SUMOilagdo da proteina CRMP2 compor este mecanismo.
Neste intuito, neurdnios dissociados do DRG foram transfectados com plasmideos
contendo a sequéncia de DNA para transducao celular da proteina CRMP2-K374A-GFP.
Utilizado no trabalho de Dustrude e colaboradores (2013), o plasmideo CRMP2-K374A
teve substituida a lisina na posicdo 374, alvo do processo de SUMOilagdo, por uma
alanina. Esta mutacdo resultou na transducdo de uma proteina que manteve seu perfil de
expressao e funcdo neuronal, mas sem a capacidade de ser SUMOQilada. O GFP foi
adicionado ao plasmideo original com o propésito de indicar, pelo uso da microscopia
confocal, que as células fluorescentes responsivas ao estimulo luminoso (A = 488 nm)
também expressavam a proteina CRMP2-K374A, confirmando, assim, a transfeccdo. O
mesmo procedimento foi realizado para a expressdo da proteina CRMP2-WT (sem
mutacdo). Apos a transfeccdo, as células necessitaram de 2 semanas em cultura para
expressar as proteinas de modo a serem satisfatoriamente detectadas.

Conforme visto na figura 28A e 28B, a transfeccdo, realizada pelo uso do
adenovirus AAV5 (especifico para infeccdo de neurdnios do DRG), resultou em
neurdnios com expressdo intensa das proteinas CRMP2-WT e CRMP2-K374A,
respectivamente. As figuras 28C e 28D mostram a arvore dendritica gerada pelos
neurdnios apos 2 semanas em cultura, demonstrando que séo células saudaveis e viaveis.

Apols duas semanas em cultura, as células foram expostas por 6 horas a uma
concentracdo de TNF similar a média da concentragdo sérica aferida nos ratos do grupo
Diabético (figura 27): 700 pg/ml. Assim, se a SUMOilacéo da proteina CRMP2 compde
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0 mecanismo pelo qual o TNF induz o aumento da expressdo de Nay 1.7, 0s neurdnios
expressando a proteina CRMP2 mutada (CRMP2-K374A), ap6s exposicdo ao TNF, ou
ndo apresentariam aumento da densidade de corrente, ou menor aumento da densidade de
corrente quando comparado aos neurdnios expressando apenas a proteina CRMP2-WT e
expostos ao TNF. O aumento da expresséo de Nay 1.7 em neurdnios do DRG suscitado
pela exposicdo aguda ao TNF ja foi reportado pela literatura (TAMURA et al., 2014).

Como visto nas figuras 29, 30C e 30E, neurdnios expressando a proteina CRMP2-
K374A tém reduzida densidade de corrente total de sdédio (-49,2 + 5,3 pA/pF) quando
comparada tanto com os neurdnios do grupo Controle (-94 £ 19,6 pA/pF) quanto com
neurbnios expressando a proteina CRMP2-WT (-89,4 + 9,3 pA/pF). Os dados do
comparativo entre os grupos CRMP2-WT e CRMP2-K374A estdo em concordancia com
o trabalho de Dustrude e colaboradores (2013), mesmo que o presente trabalho tenha
adotado um método de transfeccao alternativo (pelo uso do adenovirus AAV5). A esta
reducdo na densidade da corrente total de sédio no grupo CRMP2-K374A pode ser
atribuida a reducéo na expressao de Nay 1.7 na membrana celular. Além disto, dado o fato
de que os neuro6nios dissociados do DRG expressam endogenamente CRMP2 (CHl et al.,
2009), os neurbnios do grupo CRMP2-WT estdo, entdo, superexpressando a proteina
CRMP2. No entanto, esta superexpressdo ndo resultou em alteracdo da densidade da
corrente verificada no grupo Controle, denotando que estes neurénios se encontram em
condicdes similares.

Assim sendo, neur6nios dos dois grupos transfectados foram expostos, por 6
horas, a 700 pg/ml de TNF. Neste intervalo de tempo se da o pico da expressao de Nay
1.7 induzida pela exposi¢do ao TNF (TAMURA et al., 2014). As figuras 29, 30B e 30D
mostram que tanto os neurénios do grupo CRMP2-WT + TNF (-137,6 £ 19 pA/pF) quanto
0s do grupo CRMP2-K374A + TNF (-76 £ 9,9 pA/pF) exibem aumento da corrente total
de sddio apos exposic¢do ao TNF, em comparacdo com grupo Controle (-94 £ 19,6 pA/pF).
De fato, a exposicdo ao TNF dos neurdnios do grupo CRMP2-K374A + TNF néo s6
aumentou a densidade da corrente vista no grupo CRMP2-K374A (-49,2 = 5,3 pA/pF,
CRMP2-K374A vs -137,6 £ 19 pA/pF, CRMP2-K374A + TNF, figuras 29 e 30F) como
anulou a diferenca estatistica antes existente entre as comparacfes entre 0S grupos
Controle vs CRMP2-K374A e CRMP2-WT vs CRMP2-K374A (figuras 30C e 30G). O
resumo dos valores de pico das densidades de corrente mencionadas acima pode ser visto
na figura 31. Além destes dados, a analise da condutancia normalizada (figura 32) néo

mostrou nenhuma diferenca estatistica entre os grupos.
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Desta forma, uma vez que os neurbnios do grupo CRMP2-K374A + TNF
apresentaram, proporcionalmente, 0 mesmo aumento na densidade de corrente que 0s
neurénios do grupo CRMP2-WT + TNF (= 54%), estes dados mostram que mesmo com
a SUMOilacéo da proteina CRMP2 constituindo uma via importante de regulacao celular
do trafego de canais Nay 1.7 para a sua inser¢cdo na membrana em neurénios do DRG
(DUSTRUDE et al., 2013), a SUMOilagdo do CRMP2, provavelmente, ndo compde a
via de sinalizacéo pela qual o TNF induz o aumento da expressao de Nay 1.7.

Com este resultado, entretanto, foi possivel notar que a concentracdo de TNF
verificada nos ratos diabéticos do presente trabalho (figura 27) e utilizada no experimento
anterior foi capaz de produzir grande aumento da corrente total de sdio. Com o propdsito
de verificar a resposta induzida pelos 700 pg/ml de TNF sobre as correntes de sodio TTXs
e TTXr, a preparacdo descrita no item 4.7 de Material e Métodos foi utilizada. Apds 6
horas de exposic¢do, 0s neurénios do grupo + TNF apresentaram aumento da densidade
da corrente total de sodio (figuras 33A e D, 34A e 35), reproduzindo os resultados obtidos
com os neurénios dos grupos CRMP2-WT + TNF e CRMP2-K374A + TNF (figuras 29,
30 e 31) e podendo ser associado aos resultados obtidos nos neurdnios dos ratos diabéticos
(figuras 22, 23 e 24). A andlise da relacdo I-V da densidade da corrente total de sddio
(figura 34A) mostra um aumento de =69% no valor pico destas densidades (Controle, -
134,7 £ 19,3 pA/pF vs + TNF, -228 + 29,2 pA/pF, potencial de membrana de -5 mV,
figura 35). Notavelmente, o pico da densidade de corrente do grupo + TNF desloca-se
para o potencial de membrana de -5 mV, em comparagdo com o grupo Controle. Esse
deslocamento € enfatizado pelo gréafico da condutancia normalizada (figura 36A), onde o
TNF induziu uma hiperpolarizagdo do valor do Vi na ordem de ~5 mV (Controle, -7,7
+£0,5mV vs + TNF, -12,9 £ 0,3 mV, figuras 36A e 37).

A separacdo da corrente total de sodio nas suas constituintes TTXs e TTXr traz
resultados interessantes. Inicialmente, é possivel notar que, além do aumento do pico da
densidade da corrente do grupo TTXs + TNF com relacdo ao Controle (=89%), este
também se desloca para valores de potencial mais hiperpolarizado, reproduzindo o que
foi visto na corrente total de sddio tanto na densidade de corrente (Controle, -89,7 + 22
pA/pF vs + TNF, -177 + 29,8pA/pF, figuras 33C e F, 34B e 35) quanto na condutancia
normalizada (Controle, -9,9 + 0,6 mV vs + TNF, -15,3 + 0,4 mV, figuras 36B e 37). Jaa
corrente TTXr, mesmo apresentando aumento do pico da densidade de sua corrente
(=65%) apds exposicdo ao TNF (Controle, -58,3 + 8,4 pA/pF vs + TNF, -96 + 14,8 pA/pF,
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figuras 33B e E, 34C e 35), ndo apresentou deslocamento do pico para potenciais mais
negativos, como visto nas correntes de sddio total e TTXs (V12 — Controle, -9,6 + 0,6 mV
vs + TNF, -10,7 £ 0,9 mV, figura 36C e 37). Os valores da inclina¢do da curva de ativacéo
estacionaria normalizada (tabela 3) também mostraram que os canais de sodio TTXs séo,
ao longo dos pulsos teste, mais facilmente ativados (Controle - Ina TTXs, 6,3 + 0,6 mV
vs + TNF - Ina TTXs, 4,9 + 0,3 mV), enquanto os canais de sédio TTXr ndo apresentam
esta sensibilizacdo de sua ativacdo (Controle - Ina TTXr, 6,9 + 0,5 mV vs + TNF - Ina
TTXr, 5,4 £ 0,8 mV). Estes dados embasam que o aumento da sensibilidade da corrente
total de sddio a ativacdo apds exposicdo ao TNF (Controle — Ina total, 7,3 £ 0,5 mV vs +
TNF - Ina total, 5,3 + 0,2 mV) se deve, especificamente, a sensibilizacdo da corrente de
sodio TTXs apos exposicdo ao TNF. Assim, o TNF promove alteracdes distintas sobre as
correntes TTXs e TTXr. Vale destacar, neste ponto, que a corrente TTXr isolada neste
trabalho se deve ao canal Nay 1.8, uma vez que a solucéo de pipeta ndo contém CsF (ou
mesmo F), necessario para o registro da corrente de sédio conduzida pela isoforma Nay
1.9 (COSTE et al., 2004). Mesmo que ambas as correntes tenham sofrido aumento de
suas densidades, apenas a corrente TTXs se tornou mais sensivel as despolarizacoes de
membrana. Ainda que haja trabalhos na literatura indicando que a hiperpolarizacdo do
valor do Vi» em =5 mV provavelmente ndo é suficiente para despolarizar, de modo
significante, o potencial de repouso neuronal [para tanto, acredita-se que seria preciso
uma hiperpolarizacdo de =8 mV (HARTY et al., 2006; HAN et al., 2009; ESTACION;
WAXMAN, 2017)], isto ainda ndo é consensual. Além disto, h& ainda outras variantes,
no diabetes, que podem incrementar a sensibilizacdo ja iniciada pelo TNF (WOOLF et
al., 1997; PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017). Lembrando que o canal Nay 1.7 é a
principal isoforma de canal de s6dio expressa nos neurénios que originam as fibras Ad e
C (HARPER; LAWSON, 1985; HO; O'LEARY, 2011) e sendo sua expressdo aumentada
pela acdo do TNF (TAMURA et al., 2014), pode-se inferir que estas alteracGes
verificadas na corrente TTXs tém relagdo direta com o canal Nay 1.7. Com isto, estes
dados inferem que o TNF contribui para a sensibilizacdo do Nay 1.7 e consequente
despolarizacdo da membrana celular de modo efetivo via agdo sobre os canais Nay 1.7.
Outro efeito interessante do TNF sobre as correntes TTXs e TTXr se deu sobre a
inativacdo réapida estacionéria dos canais de sodio. Como visto nas figuras 38A e 39, o
TNF induz a corrente total de sddio a inativagao a potenciais mais negativos, gerando o
deslocamento da curva de inativacdo para valores de potencial de membrana menos
despolarizados (figura 38A), dado evidenciado pelo Vh (Controle, -19,7 £ 0,3 mV vs +

78



TNF, -23 + 0,4 mV, figura 39). Ainda que o deslocamento da curva de inativacdo rapida
estacionaria do grupo TTXs ndo tenha diferido estatisticamente apds exposi¢do ao TNF,
possivelmente devido ao reduzido grupo amostral (4 registros, figura 38B), seu Vi
mostrou 0 mesmo efeito visto na corrente total de sodio apds exposicdo ao TNF (Controle,
-20,9 £ 0,3 mV vs + TNF, -23,2 £ 0,5 mV, figura 39). A corrente TTXr, no entanto, ndo
sofreu alteracdo na sua inativacao rapida estacionaria (Vh - Controle, -18,3 + 0,2 mV vs
+ TNF, -19,7 £ 0,6 mV). Estes dados também sdo embasados pelos valores de kn (tabela
4), ou valores da inclinacdo da curva de inativacdo rapida estacionaria das correntes de
sodio. Estes valores para a corrente de sodio TTXs (Controle, 6,3 £ 0,6 mV vs + TNF,
4,9 £ 0,3 mV) e para a corrente de sédio TTXr (Controle, 6,9 £ 0,5 mV vs + TNF, 5,4 +
0,8 mV) mostram que a sensibiliza¢do da inativacao rapida estacionéria da corrente total
de sddio (Controle, 7,3 £ 0,5 mV vs + TNF, 5,3 + 0,2 mV) é decorrente do aumento da
sensibilizacdo a inativacao, especificamente, da corrente de sddio TTXs ap0s exposi¢cdo
ao TNF.

Com a finalidade de se verificar a faixa de ativagdo sustentada das correntes de
sodio total, TTXs e TTXr vs potencial de membrana, os graficos da corrente de janela
foram plotados (figuras 40 e 41). Por estes graficos pode-se sugerir que a corrente de
sodio TTXs exposta ao TNF (figuras 40B e 41B), além de mais sensivel a despolarizacao
da membrana, tém aumentada a amplitude de sua corrente sustentada em comparagéo
com o grupo controle, possivelmente devido ao aumento de sua expressdo de canais Nay
1.7 na membrana celular, conforme ja mencionado anteriormente. De fato, no trabalho de
CHEN e colaboradores (2015), que utilizaram a mesma abordagem do presente trabalho
(exposicdo de neurbnios do DRG ao TNF), ndo houve alteragdo na expressédo das
isoformas de canal de sédio Nay 1.1, 1.2, 1.3 ou 1.6 antes de 8 horas de exposicao a 1000
pg/ml de TNF, em oposicdo ao aumento da expresséo de Nay 1.7, com apenas 6 horas de
exposicdo a mesma concentracdo de TNF. Este dado reforca a hipoOtese das alteragdes
apresentadas na corrente TTXs neste trabalho advirem do efeito do TNF sobre o Nay 1.7.
Um possivel mecanismo pelo qual o TNF aumenta a sensibilidade do canal Nay 1.7 se
daria pela fosforilagdo das proteinas quinase ERK1 e ERK2 e da MAPK p38, induzida
pela ativacdo do TNFR1 (BARBIN; ROISIN; ZALC, 2001; BLACK et al., 2008;
PERSSON et al., 2011).

Ainda pelo trabalho de CHEN e colaboradores, no entanto, enfatiza-se os achados
anteriores da literatura de que o TNF induz o aumento da corrente unitaria dos canais Nay
1.8 pela ativacdo do NF-«xB e/ou da MAPK p38 (JIN; GEREAU, 2006; HUDMON et al.,
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2008). Estes dados, em conjunto com os dados da densidade de corrente e da corrente de
janela, indicariam que apesar dos canais Nay 1.8 poderem estar apresentando aumento de
corrente unitéaria (34C e 35) estes canais podem também, nestas 6 horas de exposi¢éo ao
TNF, terem reduzida a sua expressd@o na membrana celular, o que justificaria a reducéo
de sua corrente de janela (figura 41C). Como se pode notar no grafico 41D e E, os canais
Nav 1.8 contribuem majoritariamente com a corrente de janela estabelecida na corrente
total de s6dio. Como em 41C tem-se uma reducdo da corrente de janela pelo canal Nay
1.8 apos a exposicdo ao TNF, tem-se também a reducéo da corrente de janela na corrente
total de sodio apds a exposicdo ao TNF. O aumento da corrente TTXs pds TNF, por sua
vez, parece compensar a reducdo da corrente de janela da corrente total de sédio pos
exposicdo ao TNF. Este dado também reforca a importancia do curso temporal da

exposicao neuronal ao TNF, dependendo da isoforma de canal de sodio estudada.
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7. CONCLUSAO

O tratamento dos ratos diabéticos com o Composto A foi capaz de atenuar alguns
sintomas dos ratos diabéticos, como polifagia, polidipsia e politria. Também atenuou o
desenvolvimento da hiperalgesia verificada nos ratos diabéticos sem tratamento sem,
porém, impedir seu desenvolvimento. Enquanto os experimentos in vitro mostraram que
neurdnios do grupo Diabetes + CA tiveram atenuada a hiperexcitabilidade verificada nos
neurdnios do grupo Diabetes, os experimentos in vivo indicam que o desenvolvimento da
hiperalgesia nos ratos do grupo Diabetes + CA persistiu, mesmo que sensivelmente
atenuada. Isto indica que mesmo com a completa nulidade do aumento dos niveis séricos
de TNF dos ratos do grupo Diabetes + CA, a combinagdo dos demais mecanismos
presentes no quadro diabético ainda exercem grande efeito no desenvolvimento da
hiperalgesia.

Além disto, o nivel de TNF sérico encontrado nos ratos diabéticos se mostrou
suficiente para, no intervalo de 6 horas, sensibilizar os neurdnios que originam as fibras
Ad e C. Tal evento parece decorrer tanto do aumento da sensibilidade do canal Nay 1.7
guanto do aumento de sua expressdo na membrana neuronal. Soma-se, também, o efeito
sobre o canal Nay 1.8 que, possivelmente, tem aumentada a sua conduténcia unitéria, mas
pode ter tido reduzida a sua expressdo na membrana celular destes neurénios.

No tocante a proteina CRMP2, ainda que sua SUMOilacdo constitua, de modo
importante, 0 mecanismo de regulacédo do trafego do canal de s6dio Nay 1.7, bem como
sua posterior expressdo na membrana celular neuronal, 0 mecanismo pelo qual o TNF
aumenta a expressdo de Nay 1.7 na membrana celular ndo parece depender, ao menos

majoritariamente, da SUMOilacdo da proteina CRMP2.
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